o\o de g,
N u,

>
"‘ Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” ~ g *

y

’i’ Instituto de Quimica — Araraquara @

unesp

Jecika Maciel Velasques

COMPOSTOS DE PALADIO(Il) CONTENDO TETRALONAOXIMA
ORTOMETALADA, TIOSSEMICARBAZONA E FOSFINAS
TERCIARIAS: SINTESE, ESTUDO ESTRUTURAL E AVALIACAO
DA ACAO ANTITUMORAL

Araraquara
2022



Tese de Doutorado Velasques, J. M

Jecika Maciel Velasques

COMPOSTOS DE PALADIO(Il) CONTENDO TETRALONAOXIMA
ORTOMETALADA, LIGANTES FOSFINICOS E
TIOSSEMICARBAZONA: SINTESE, ESTUDO ESTRUTURAL E
AVALIACAO DA ACAO ANTITUMORAL

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, como parte dos requisitos
para obtencao do titulo de Doutor em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto
Coorientador: Prof. Dr. rer. nat. Adriano Bof de Oliveira

Araragquara
2022




Tese de Doutorado Velasques, J. M

Velasques, Jecika Maciel
V434c 2 iz ;
Compostos de Paladio(ll) contendo tetralonaoxima ortometalada,
tiossemicarbazona e fosfinas terciarias: sintese, estudo estrutural e avaliagéo
da acao antitumoral / Jecika Maciel Velasques. — Araraquara, 2022

290f. 1 il.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Quimica, Araraquara
Orientador: Adelino Vieira de Godoy Netto

Coorientador: Adriano Bof de Oliveira

1. Paladio. 2. Compostos organometalicos. 3. Compostos bioativos. 4.

Tiossemicarbazonas. 5. Oximas. |. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Quimica,
Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha nao pode ser modificada.

3



Tese de Doutorado Velasques, J. M

UNIVERSIDADE ESTADLAL o 88 2
A'A'A' PALULISTA & ® %,
u n e s p L I
e e 2 [TE 12

CERTIFICADO DE APROVAGAO

"Compostos de Paladio(ll) Contendo Tetralonaoxima

TITULO DA TESE: Ortometalada, Tiossemicarbazona e Fosfinas
Terciarias: Sintese, Estudo Estrutural e Avaliagéo da
Acéo Antitumoral"

AUTORA: JECIKA MACIEL VELASQUES
ORIENTADOR: ADELINO VIEIRA DE GODOY NETTO
COORIENTADOR: ADRIANO BOF DE OLIVEIRA

Aprovada como parte das exigéncias para obtencéo do Titulo de Doutora em QUIMICA, pela Comiss&o

gt

Prof. Dr. ADELINO VIEIRA DE GODOY NETTO (Participagao Virtual)
Departamento de Quimica Analitica Fisico-Quimica e Inorganica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

[ =

Examinadora:

Prof? Dr2a VANESSA CARRATU GER (Participagao Virtual)
Departamento de Quimica e Alimentos / Universidade Federal do Rio Grande - FURG - Rio Grande

f/ﬂ‘/i v/L«,(Ac’. [é///v

Prof. Dr. FILLIPE VIEIRA ROCHA (Participagao Virtual)
Departamento de Quimica / Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia - UFSCar - Sdo Carlos




Tese de Doutorado Velasques, J. M

AVA UNIWVERSIDADE ESTADLAL Qo 480,
AVAVAV PALLISTA N %
u n e s - i
Clesvagaiis chen
Lt le- - LTE 1o

Prof. Dr ANDERSON MARTINEZ SANTANA (Participacao Virtual)
Departamento de Quimica / Universidade Federal do Mato Grosso - UFMT - Cuiaba

Prof. Dr. EDUARDO TONON DE ALMEIDA (Participacao Virtual)
Departamento de Quimica / Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL - Alfenas

Araraquara, 24 de fevereiro de 2022




Tese de Doutorado Velasques, J. M

DADOS CURRICULARES

DADOS PESSOAIS

Nome: Jecika Maciel Velasques

Data de Nascimento: 26/07/1993

Nacionalidade: Brasileira

Naturalidade: Santana do Livramento/RS

CitacOes bibliograficas: VELASQUES, J. M.; VELASQUES, JECIKA MACIEL;
MACIEL VELASQUES, JECIKA.

FORMACAO ACADEMICA

2017-atual

2015-2017

2011-2015

Doutorado em quimica

Universidade Estadual Paulista “Julio de mesquita Filho”, IQ-UNESP,
Campus de Araraquara

Projeto: Compostos de Pd(Il) contendo tetralonaoxima ortometalada,
ligantes fosfinicos e tiossemicarbazona: sintese, estudo estrutural e
avaliacao da acao antitumoral.

Orientador: Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto
Co-orientador: Prof. Dr. rer nat. Adriano Bof de Oliveira

Mestrado em Quimica

Universidade Federal do Rio Grande, EQA-FURG, Campus Carreiros.
Projeto: Estudo de estruturas cristalinas e supramolecularidade de
compostos bases de schiff derivados de isatina.

Orientadora: Prof. Dr2. Vanessa Carratu Gervini
Co-orientador: Prof. Dr. rer nat. Adriano Bof de Oliveira

Bacharelado em Quimica

Universidade Federal do Rio Grande, EQA-FURG, Campus Carreiros.
Trabalho de conclusé@o: Sintese e caracterizacdo espectroscépica de
ligantes derivados de isatinas halogenadas-tiossemicarbazonas e seus
complexos de Zn(ll), Cd(ll) e Hg(ll).

Orientadora: Prof. Drd. Vanessa Carratu Gervini
Co-orientadora: MSc. Viviane Bittencourt




Tese de Doutorado Velasques, J. M

ATUACAO PROFISSIONAL

Universidade Estadual Paulista “Jdlio de Mesquita Filho” — UNESP

2017- atual

2021-atual

2020-2021

2019-2020

2020-2020

2019-2019

2018-2018

Doutoranda: bolsista de doutorado pela Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES;

Docente auxiliar: Bolsista didatico do Departamento de
Analitica, Fisico-quimica e Inorganica.

Docente auxiliar: Programa de Aperfeicoamento e Apoio a
Docéncia no Ensino Superior — PAADES (A);

Docente auxiliar: Programa de Aperfeicoamento e Apoio a
Docéncia no Ensino Superior — PAADES (A);

Avaliador de painéis: CIC — Congresso de Iniciacéao Cientifica I1Q-Ar;

Avaliador de painéis: CIC — Congresso de Iniciacédo Cientifica 1Q-Ar;

Estagio docéncia: Departamento de Quimica Geral e Inorganica;

Associagcéo Cursinho de Educacao Popular — ACEP

2020- atual

2022- atual

Professora Voluntéria: Cursinho pré-vestibular Maximus.

Coordenadora Cientifica: Cursinho pré-vestibular Maximus.

EmpresaBrasileirade Pesquisa Agropecuaria— Embrapa Clima Temperado

2014-2014

Estagiaria: Central Analitica

Universidade Federal do Rio Grande — FURG

2011-2012

2011-2014

2015-2017

Monitora: Disciplina de Quimica Geral

Bolsista de Iniciagcdo Cientifica: Laboratério de Sintese
Caracterizacao Inorganica- LCSI.

Mestranda: bolsista de mestrado pela Coordenagédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES.

Prémios e Titulos




Tese de Doutorado Velasques, J. M

2018

Best POster: Brazilian Meeting on Inorganic Chemistry / VI Latin American
Meeting on Biological Inorganic Chemistry / Brazilian Meeting on Rare

Earths, SBQ — Divisdo de Quimica Inorganica.

Orientag0es:

2018-2019 Jéssica Souza

Sintese, estudo estrutural e avaliacdo da atividade biolégica de
compostos ciclopaladados contendo oximas ortometaladas e ligantes

piridinicos.

ATIVIDADES ACADEMICAS RELEVANTES

Artigos cientificos publicados em periédicos

1.

VELASQUES, JECIKA MACIEL; SOUZA, RONAN; SILVA, DEBORA;
FARIAS, RENAN; ZANETTI, RENAN; MOREIRA, MARIETE; ELLENA,
JAVIER; PEREIRA, JOSE; MAURO, ANTONIO; OLIVEIRA, ADRIANO;
NETTO, ADELINO. Orthopalladated tetralone oxime compounds bearing
tertiary phosphines: Synthesis, structure, biological and in silico studies.
Journal of Organometallic Chemistry, v. 958, 2022.

VELASQUES, JECIKA MACIEL; GERVINI, VANESSA CARRATU,;
BORTOLUZZI, ADAILTON JOAO: FARIAS, RENAN LIRA DE; OLIVEIRA,
ADRIANO BOF DE. Crystal structure of (3 E)-5-nitro-3-(2-
phenylhydrazinylidene)-1H-indol-2(3H)-one. Acta Crystallographica
Section E, Crystallopraphic Communications, v. 73, p. 168-172, 2017.

VELASQUES, JECIKA MACIEL; GERVINI, VANESSA CARRATU,;
KICKOFEL, LISLIANE; FARIAS, RENAN LIRA DE; OLIVEIRA, ADRIANO
BOF DE. Hirshfeld analysis and molecular docking with the RDR enzyme
of 2-(5-chloro-2-oxoindolin-3-ylidene)-N-methylhydrazinecarbothioamide.
Acta Crystallographica Section E, Crystallopraphic
Communications, v. 73, p. 702-707, 2017.

BITTENCOURT, VIVIANE CONCEICAO DUARTE DE; VICENTE,
JULIANO ROSA DE MENESES; VELASQUES, JECIKA MACIEL;
ZAMBIAZI, PRISCILA JUSSIANE; GERVINI, VANESSA CARRATU. 2-(5-
Chloro-2-oxoindolin-3-ylidene)hydrazinecarbothioamide. Acta
Crystallographica Section E, v. 70, p. 064-065, 2014.

CONCEICAO DUARTE DE BITTENCOURT, VIVIANE; CARRATU
GERVINI, VANESSA; ROSA DE MENEZES VICENTI, JULIANO;
MACIEL VELASQUES, JECIKA; JUSSIANE ZAMBIAZI, PRISCILLA. 2-




Tese de Doutorado Velasques, J. M

(5-lodo-2-oxoindolin-3-ylidene)hydrazinecarbothioamide including an
unknown solvate. Acta Crystallographica Section E, v. 70, p. 0666-
0667, 2014.

Trabalhos Apresentados em Congressos

1.

VELASQUES, J. M; SOUZA, R. F. F. DE; SILVA, D. E. S; FARIAS, R. L;
MOREIRA, M. B; ELLENA, J; OLIVEIRA, A. B. DE; PEREIRA, J. C. M;
NETTO, A. V. G. DE. Cyclopalladated compounds bearing tetralone
oxime: synthesis, in silico and biological studies. In: XIX Brazilian Meeting
on Inorganic Chemistry/ VI Latin American Meeting on Biological Inorganic
Chemistry/ VII Brazilian Meeting on Rare Earths, 2018, Fortaleza — CE.

KICKOFEL, L; ALMEIDA, R. M. F. C; CARVALHO, F; LIMA, Q;
CORDEIRO, B; MARTINS, B; VELASQUES, J. M; GERVINI, V. C;
BRESOLIN, L. Sintese e caracterizacdo espectroscépica do ligante 5-
bromoisatina-3-toluilsulfonohidrazona e seu complexo de cobalto(ll). In:
XXIII Encontro de Quimica da Regido Sul, 2016, Santa Maria - RS.

ALMEIDA, R. F. C; VELASQUES, J. M; MARTINS, B. B; BRESOLIN, L;
GERVINI, V. C. Sintese e caracterizacao espectroscoépica do ligante 5-Br-
isatina-3-toluilsulfono-hidrazona e de seu complexo de cobalto(ll). In: 152
Mostra de Producdo Universitaria: Congresso de Iniciacdo Cientifica,
2016, Rio Grande — RS.

MARTINS, B. B; VELASQUES, J. M; PIRES, F. C; ALMEIDA, R. F. C;
BRESOLIN, L; GERVINI, V. C; Sintese e caracteriza¢ao do ligante 5-cloro
isatina-3-oxima e o complexo de zinco(ll). In: 152 Mostra de Producéo
Universitaria: Encontro de Pés Graduacao, 2016, Rio Grande — RS.

VELASQUES, J. M; KICKOFEL, L; LIMA, Q; ALMEIDA, R. F. C; PIRES,
F. C; BITTENCOURT, V. C. D; MARTINS, B. B; GERVINI, V. C. Sintese
e caracterizacdo espectroscopica do ligante  5-nitroisatina-3-
aminoguanidinha, 5-nitroisatina-3-semicarbazona e de seus complexos
de TI(l). In: 152 Mostra de Producdo Universitaria: Encontro de Pos
Graduacao, 2016, Rio Grande — RS.

PIRES, F. C; VELASQUES, J. M; MARTINS, B. B; BRESOLIN, L;
GERVINI, V. C. Sintese e caracterizagdo espectroscopica na regido do
infravermelho do ligante 2-(1,3-dioxo-1H-inden-2(3H)-ilideno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida e seu complexo de niquel(ll). In: 152 Mostra de
Producdo Universitaria: Congresso de Iniciacdo Cientifica, 2016, Rio
Grande — RS.




Tese de Doutorado Velasques, J. M

7. VELASQUES, J. M; PACHECO, L; LINA, Q; ALMEIDA, V. Y. G;
BRESOLIN, L; GERVINI, V. C. Ligante 5-nitro-isatina-3-semicarbazona e
seu complexo de Ga(lll): Sintese e caracterizagdo espectroscopica. In:
XXII Encontro de Quimica da Regido Sul, 2015, Joenville — SC.

8. SANTOS, L. P. B; VELASQUES, J. M; BITTENCOURT, V. C. D;
GONCALVES, B. L; BRESOLIN, L; GERVINI, V. C. Sintese e
caracterizacao espectroscopica do ligante 5-Cl-isatina-3-
N(CHs)tiossemicarbazona e de seu complexo de cobre(ll). In: 142 Mostra
de Producéo Universitaria: Congresso de Iniciacdo Cientifica, 2015, Rio
Grande — RS.

9. ALMEIDA, R. F. C; BITTENCOURT, V. C. D; VELASQUES, J. M;
GONGALVES, B. L; BRESOLIN, L; GERVINI, V. C. 5-cloro-isatina-3-
tiossemicarbazonae seu complexo de cobalto(ll): sintese e caracterizacéo
espectroscopica. In: 142 Mostra de Producéo Universitaria: Congresso de
Iniciagc&o Cientifica, 2015, Rio Grande — RS.

10.VELASQUES, J. M; SANTOS, L. P. B; BITTENCOURT, V. C. D;
GONGALVES, B. L; BRESOLIN, L; GERVINI, V. C. Sintese e
caracterizagcao espectroscopica do ligante 5-l-isatina-3-
toluilsulfonohidrazona e de seu complexo de niquel(ll). In: 142 Mostra de
Producéo Universitaria: Encontro de P6s Graduacao, 2015, Rio Grande —
RS.

11.VELASQUES, J. M; ALMEIDA, V. Y. G; BITTENCOURT, V. C. D;
GONGCALVES, B. L; BRESOLI, L; GERVINI, V. C. Ligante 5-Cl-isatina-3-
tiossemicarbazona e seus complexo de Cd(ll): sintese e caracterizacédo
espectrscopica. In: XXI Encontro de Quimica da Regido Sul, 2014,
Maringé - PR

12.ALMEIDA, V. Y. G; BITTENCOURT, V. C. D; VELASQUES, J. M;
KICKOFEL, L; GONCALVES, B. L; DIAS, G. M; GERVINI, V. C. Sintese
e caracterizacdo espectroscopica do ligante 5-cloro-isatina-3-fenil-
hidrazona e seu complexo de Sn(ll). In: 132 Mostra de Producéo
Universitaria: Congresso de Iniciacdo Cientifica, 2014, Rio Grande — RS.

13.VELASQUES, J. M; BITTENCOURT, V. C. D; ALMEIDA, V. Y. G;
GONCALVES, B. L; BRESOLI, L; GERVINI, V. C. 5-cloro-isatina-3-
tiossemicarbazona e seu complexo de cobre(ll): sintese e caracterizagéo
espectroscopica. In: 132 Mostra de Producao Universitaria: Congresso de
Iniciacdo Cientifica, 2014, Rio Grande — RS.

14.BITTENCOURT, V. C. D; VELAQUES, J. M; ALMEIDA, V. Y. G;
GONCALVES, B. L; BRESOLIN, L; GERVINI, V. C. Sintese e
caracterizacao espectroscopica  do ligante 5-fldor-isatina-3-

10



Tese de Doutorado Velasques, J. M

tiossemicarbazona e seu complexo de Cu(ll). In: 132 Mostra de Producéo
Universitaria: Encontro de Pés Graduacao, 2014, Rio Grande — RS.

15.VELASQUES, J. M; BITTENCOURT, V. C.D; ALMEIDA, V. Y. G;
TRIBUZY, K. C. B; BRESOLIN, L. GERVINI, V. C. Sintese e

caracterizacao espectroscopica do ligante 5-Cl-isatina-3-
tiossemicarbazona. In: XX Encontro de Quimica da Regido Sul, 2013,
Lajeado — RS.

16.VELASQUES, J. M; BITTENCOURT, V. C; ALMEIDA, V. Y. G; TRIBUZY,
K. C; BRESOLIN, L; GERVINI, V. C. Aloxan-5-feniltiossemicarbazona e
seu complexo de cobalto(ll): sintese e caracterizagdo espectroscopica. In:
122 Mostra de Producédo Universitaria: Congresso de Iniciacédo Cientifica,
2013, Rio Grande — RS.

17.BITTENCOURT, V. C. D; VELASQUES, J. M; ALMEIDA, V. Y. G;
TRIBUZY, K. C; BRESOLIN, L; GERVINI, V. C. Aloxan-5-
feniltiossemicarbazona e seu complexo de niquel(ll): sintese e
caracterizacao espectroscopica. In: 122 Mostra de Producéo Universitaria:
Encontro de Pés Graduacdo, 2013, Rio Grande — RS.

18.ALMEIDA, V. Y. G; BITTENCOURT, V; VELASQUES, J. M; TRIBUZY, K.
C; BRESOLIN, L; GERVINI, V. C. Sintese e caracterizacao
espectrscopica do ligante aloxan-5-feniltiossemicarbazona e seu
complexo de cobre(ll). In: 122 Mostra de Producdo Universitaria:
Congresso de Iniciacao Cientifica, 2013, Rio Grande — RS.

19.BITTENCOURT, V. C. D; SILVA, B. C; VELASQUES, J. M; ACOSTA, C.
M. M; BRESOLIN, L; GERVINI, V. C. Sintese e estudo estrutural do
composto aloxan-5-tiossemicarbazona. In: 112 Mostra de Produgéo
Universitaria: Congresso de Iniciacdo Cientifica, 2012, Rio Grande — RS.

20.MADEIRA, V. C; SILVA, B. C; VELASQUES, J. M; BASTOS, M. N. T;
BRESOLIN, L; CARRATU, V. S. Sintese e caracterizacdo
espectroscopica do ligante aloxan-5-tiossemicarbazona e seu complexo
de cobalto(ll). In: 102 Mostra de Producdo Universitaria: Congresso de
Iniciacdo Cientifica, 2011, Rio Grande — RS.

11



Tese de Doutorado

Velasques, J. M

Dedicatoéria

A todos os Professores e Mestres que tiveram a
grandeza de compartilhar o conhecimento,
inspirar, apoiar e acreditar, se tornando pecas
essenciais na minha construcdo académica.

Este trabalho é resultado do brilhante trabalho

de voceés.

12



Tese de Doutorado Velasques, J. M

Agradecimentos

Primeiramente, hoje e sempre a minha FAMILIA, minha mae (Roseli
Maciel), meu irmdo (Arthur Maciel) e a nossa cachorrinha (Vida). Por
entenderem e aceitarem as minhas auséncias durante todo o periodo em que
estive fora de casa, por todo apoio, compreenséao, carinho e amor incondicional
que temos. Todo o esforco, as vitdrias e as conquistas serdo SEMPRE por
vocés! Amo-os para sempre!

Agradeco ao meu namorado Vitor por todo carinho, amor,
companheirismo e parceria de todos estes anos. Por sempre acreditar que sou
capaz e me apoiar incondicionalmente. Amo muito vocé!

Agradeco ao prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto por todo apoio,
amizade, compreensdao, pelas oportunidades e pela confianca depositada em
mim e no meu trabalho tanto de doutorado quanto na atuacdo como professora.
Estendo este agradecimento ao meu coorientador, prof. Dr. Adriano Bof de
Oliveira pela amizade, apoio e por ter me indicado ao grupo de Quimica de
Coordenacéo e Organometalicos.

Agradeco ao prof. Dr. Javier Ellena (IFSC-USP) pela colaboracdo nas
medidas de Difracdo de raios X em monocristal. Igualmente agradeco a Dra.
Zumira Carneiro (FCFRP-USP), pelos ensaios de atividade antiproliferativa.

Agradeco a TODOS os membros do grupo de pesquisa em Quimica de
Coordenacéo e Organometalicos (Ana Beatriz, Wladimir, Andressa, Manuela,
Barbara, Renan Zanetti, Renan Lira, Débora, Thales, Jéssica, Nathalia, Ana
Polez e Gabriela), pelas construtivas conversas e discussdes cientificas que
foram fundamentais tanto para a construcéo deste trabalho, quanto para o meu
crescimento. Em especial, agradeco a Dra. Débora e ao Dr. Thales pela
amizade e colaboracdo na realizagcdo dos ensaios de inibicdo celular e
lipofilicidade. Igualmente agradeco ao Renan Zanetti (Renanzinho) pela linda
amizade que construimos, pela parceria impar nas aulas que ministramos para
o curso de Engenharia Quimica e pela colaboragdo nos ensaios com
biomoléculas. Agradeco ao meu amigo Dr. Renan Lira (menino docking,

papermaker, Dr. Chinelo) por todas as risadas, discussdes valiosas e

13



Tese de Doutorado Velasques, J. M

colaboragéo com os célculos de docking molecular. Especialmente, agradeco ao
meu amigo Dr. Ronan Freire pela amizade, pelo companheirismo e
generosidade em compartilhar tanto conhecimento comigo, tua contribuicéo foi
fundamental na construcao deste trabalho e para a minha formagéo. Agradeco
também pela amizade e contribuicdo a Dra. Mariete Moreira, sempre tao
prestativa. Por fim, mas ndo menos importante, agradeco a minha amiga
Barbara que além de colega de laboratorio foi minha colega de casa nos ultimos
4 anos.

Agradeco igualmente aos membros do grupo das MOFs (carinhosamente,
“Os Mofentos”), Renata, Guilherme, Carol, Camila, Gil, Cristian e prof. Dra.
Regina Frem, pela amizade, parceria e momentos de descontracdo. Em
especial, agradeco as minhas amigas do peito, Carol e Camila pela amizade
que construimos e que, tenho certeza, serd para a vida toda!

Agradeco também a todos os amigos sensacionais que o IQ-Unesp e
Araraguara me deram: Monica (Monicéo), Naira, Luis, Luan, Wagner, Lara e
Amanda (minhas eternas colegas de quarto).

Agradeco aos funcionarios e técnicos do Instituto de Quimica, em especial
ao Rafael (grande Rafa) pela amizade, pelas risadas e pelas mil e uma anélises
de IV. Igualmente agradeco ao Dr. Nivaldo por todas as analises de RMN
realizadas e principalmente pelas valiosas e longas discussdes (as tuas
contribuicdes, tanto no periodo de coleta de dados quanto como membro na
banca do exame de qualificacédo, foram fundamentais). Agradeco também aos
técnicos dos laboratorios didaticos, Rogério e Ligia por todo apoio e ajuda nas
aulas experimentais que ministrei.

Agradeco aos professores do Departamento de Quimica Inorganica e do
PPG em Quimica. Em especial, agradeco a prof. Dra. Marian Davolos e ao prof.
Dr. Marco Cebim pelas excelentes aulas de Inorganica, por terem me
oportunizado ministrar aulas no curso de Engenharia Quimica e aprender tanto
com esta experiéncia. Ilgualmente agradeco ao professor Dr. Nilso Barelli, que
desde o primeiro momento se tornou um grande amigo, por todo apoio e
colaboracdo nas aulas experimentais que ministrei para 0S cursos de

Licenciatura e Bacharelado em Quimica. Agradeco também ao prof. Dr. Antdnio

14



Tese de Doutorado Velasques, J. M

Eduardo Mauro pela amizade e pela grandeza em compartilhar experiéncias
nao s6 comigo, mas com todos os membros do grupo.

Quando se chega ao final de um ciclo, que € construido pelo somatério de
tantas etapas, como o doutorado o sentimento de gratiddo n&do se estende
apenas as pessoas que foram importantes nestes ultimos anos, mas em todo o
processo. Diante disso, ndo posso deixar de agradecer a minha querida
orientadora de mestrado, prof. Dra. Vanessa Gervini, por ter aberto as portas
do Laboratério de Catalise e Sintese Inorganica e por ter acreditado desde
sempre no meu potencial. Juntamente, agradec¢o ao prof. Dr. Leandro Bresolin
por ter me ensinado tanto. Meu agradecimento se estende a todos o0s
professores do PPGQTA-FURG, cujo excepcional trabalho forneceu a mim todas
as bases cientificas necessarias para chegar até aqui. Verdadeiramente, muito
obrigada!

Agradeco também aos amigos que a FURG me deu: Bruninha, Juliana,
Bianca, Gabi, Léo, Marinalva, Wystan e Lis. Em especial, agradeco a prof.
Dra. Viviane Bittencourt (serei para sempre grata a ti) por ter me possibilitado
vivenciar a pesquisa em quimica de coordenacgédo pela primeira vez através do
teu trabalho de mestrado e doutorado, os quais tive o prazer de colaborar.

Agradeco a TODOS os alunos da 72 turma de Engenharia Quimica, dos
cursos de Quimica Licenciatura e Bacharelado dos ultimos 3 anos e do Cursinho
pré-vestibular Maximus (ACEP), os quais tive a honra e o prazer de ministrar
aulas de Quimica Inorganica. Saibam que vocés alimentaram em mim a minha
identidade como professora e com toda a certeza aprendi mais com vocés do
que vocés comigo. Muito obrigada por fazerem parte da minha formacao

também!

Agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior — Brasil (CAPES)- Cddigo de Financiamento 001.

Gratidao a todos!

15



Tese de Doutorado Velasques, J. M

A vida é uma série de momentos que vocé vive como se

estivesse dancando agora, em torno de cada instante
passageiro. E quando vocé observa o que esta ao seu redor, se

da conta “Acho que tive sucesso até aqui”

Ichiro Kishimi e Fumitake Koga

16



Tese de Doutorado Velasques, J. M

Resumo

Os metalofarmacos baseados em platina indubitavelmente configuram a
contribuicio mais relevante da é&rea de Quimica Bioinorganica ao
desenvolvimento de farmacos antitumorais aplicados a tratamentos
quimioterapicos. Ainda assim, a resisténcia intrinseca e adquirida por algumas
linhagens, a acdo inespecifica e por consequéncia, pouco eficiente destes
farmacos desencadeiam uma série de efeitos colaterais severos, representando
problematicas altamente relevantes e que tem impulsionado a busca por
moléculas alternativas mais eficazes. Neste contexto, complexos de Pd(ll) tem
sido apontados como promissores pela similaridade deste ion metalico com o
ion Pt(Il) e por em geral apresentarem menor toxicidade em comparag¢do aos
farmacos baseados em platina. Visando contribuir para a pesquisa destes
compostos, o presente trabalho apresenta a sintese, caracterizacdo e avaliacdo
do perfil antitumoral de 2 novas séries de compostos de Pt(ll) com fosfinas
terciarias aromaticas: mondmeros ciclopaladados de formula geral [PdCI(C?,N-
tetrox)PR3] (JC1-4) e os complexos de Pd(Il) de formula geral [PdCI(L1)PR3]ClI
(J1-4), onde tetrox = tetralonaoxima, L1 = vanilina-morfolina-
etiltiossemicarbazona e PR3 = trifenilfosfina, tri(p-toluil)fosfina, tris(4-fluoro-
fenil)fosfina, tris(4-metéxifenil)fosfina. Os compostos sintetizados foram
caracterizados pelas técnicas espectroscopicas de IV e RMN H, 13C{*H} e
31P{1H}, andlise elementar (CHN) e DRX. Ensaios de inibicdo do radical DPPH
demonstraram que o ligante L1 apresenta acao antioxidante moderada [ICso0 49,7
UM] enquanto os complexos nédo apresentam atividade. Espectros de RMN 'H e
31P{1H} coletados em 0, 24 e 48 h evidenciaram a estabilidade dos complexos
obtidos. A avaliacdo da acéo antiproliferativa dos compostos frente as linhagens
tumorais de mama (MCF-7, MDA-MB-231), pulméo (A549), prostata (DU-145) e
nao tumoral de pulmdo (MRC-5) demonstrou que a familia de ciclopaladados
(JC1-4) exibiu melhores resultados frente a linhagem MCF-7 [ICso 19,22 a
26,33 uM], apresentando-se mais ativos em comparacao a cisplatina [ICso >50
MM]. J& a série de complexos J1-4, bem como o ligante L1 apresentaram agao
elevada e seletiva frente a linhagem A549 [ICso 19,22 a 26,33 uM; Sl 3,64 a
54]. Estudos espectroscopicos de interagdo demonstraram que ambas as séries
de compostos interagem fracamente com o DNA, através de ligacbes de
natureza nao covalente, preferencialmente nas regides de sulco.
Complementarmente, ensaios de interacdo com HSA por fluorescéncia e
calculos de docking molecular demonstraram a habilidade da série de compostos
ciclopaladados poderem ser transportados pela proteina na regido do sitio DS1.
Foram obtidos os valores de log D para o ligante L1 de 1,61+0,05 e para o
complexo J1 1,52+0,08, denotando o perfil lipofilico desta série de compostos.
A partir dos resultados observados, os complexos J1-4 foram considerados
como mais promissores em comparacdo a série de mondémeros JC1-4,
demonstrando o papel farmacoforico do ligante L1. Ainda, com a similaridade na
atividade inibitéria apresentada dentre os compostos de ambas as series pode-
se propor que as fosfinas terciarias atuam como ligantes auxiliares.

Palavras-chave: Complexos de Pd'", ciclopaladados, atividade biolégica.
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Abstract

Platinum-based compounds undoubtedly represent the most relevant
contribution in the Bioinorganic area to the development of antitumor drugs
applied to chemotherapy treatments. Although, the intrinsic and acquired
resistance by some tumor cells, the nonspecific and, consequently, inefficient
action of these drugs trigger severe side effects, representing great problems and
which have driven the research for more effective molecules. In this context,
Pd(Il) complexes have been pointed out as promising because of the similarity of
this metal ion with Pt(ll) and displaying lower toxicity compared to platinum drugs.
Aiming to contribute to the research of these compounds, this work presents the
synthesis, characterization and evaluation of the antitumor profile of 2 new series
of Pd(ll) compounds bearing tertiary phosphines: mononuclear cyclopalladated
compounds of the type [PdCI(C?,N-tetrox)(PRs)] (JC1-4) and Pd(ll) complexes of
the type [PdCI(L1)PRs|CI (J1-4) where tetrox = tetraloneoxime, L1 = vanillin-
morpholine-ethylthiosemicarbazone and PR3 = triphenylphosphine; tris(4-
methylphenyl)phosphine; tris(4-fluorophenyl)phosphine, tris(4-
methoxyphenyl)phosphine. The compounds have been characterized by
elemental analyses, infrared (FT-IR) and 'H, 3C{?H} and 3P{*H}-NMR
spectroscopies and single crystal X-ray diffraction. DPPH radical inhibition
assays showed that the L1 has moderate antioxidant action [ICso 49.7 uM] while
the complexes have no activity. 'H and 3!P{*H}-NMR spectra collected at 0, 24
and 48 h showed the stability of the obtained complexes. The evaluation of the
antiproliferative action of the compounds against breast (MCF-7, MDA-MB-231),
lung (A549), prostate (DU-145) and non-tumor lung cell (MRC-5) demonstrated
that the family of cyclopalladated (JC1-4) showed better results against MCF-7
cells [ICs0 19.22 a 26.33 uM], being more active compared to cisplatin [ICso > 50
uM]. The J1-4 complexes, as well as the L1, showed high and selective action
against the A549 cells [ICs0 19.22 a 26.33 pM; Sl 3.64 a 54]. Interaction
spectroscopic studies demonstrated that both series of compounds interact
weakly with DNA, through non-covalent bonds, preferentially in the minor groove
region. In addition, fluorescence spectroscopy assays and molecular docking
calculations demonstrated the ability of the cyclopalladated compounds to be
transported by HSA protein in the DS1 site. Log D values for L1 of 1.61+0.05
and for J1 of 1.52+0.08 denoting the lipophilic profile of this series of compounds.
From the observed results, J1-4 complexes were considered as more promising
compared to the JC1-4 monomers, demonstrating the pharmacophoric role of the
L1. With the similarity in the inhibitory activity presented among the compounds
of both series, it was possible to propose that tertiary phosphines act as auxiliary
ligands.

Keywords: Pd" complexes, cyclopalladated, biological activity.
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1. Justificativa

1.2 Cancer: definicdes e dados estatisticos

A células normais, que formam os tecidos do corpo, naturalmente passam
por processos ordenados de crescimento, multiplicagdo e morte. Quando os
mecanismos de morte celular sdo afetados e as células normais multiplicam-se
desordenadamente, tem-se caracterizado o quadro de Céancer [1,2]. Cancer €
um termo genérico que designa um conjunto de mais de 100 doencas
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que levam a formacéo
de tumores. Por sua natureza, essa condi¢ao pode atingir as células de qualquer
tecido, podendo transpor partes adjacentes, espalhando-se para outros 6rgaos,
0 que define o processo de metastase o qual representa a maior causa de morte
por cancer [1,3,4].

O desencadeamento do crescimento celular desordenado ocorre por uma
modificacdo no DNA (mutacdo genética) cujos genes alterados enviam
instrucOes errbneas para a célula. Quando estes genes alterados fazem parte
do processo de crescimento celular, como 0s proto-oncogenes, as mutacdes
resultam em falhas no processo natural de multiplicacdo e morte [1,5].

A progressao tumoral ocorre geralmente de forma lenta, via um processo,
composto por trés estagios, denominado como carcinogénese ou oncogénese
[5]. Assim, a carcinogénese € composta pelo estagio de iniciacdo, promocéo e
progressdo (Esquema 1). No primeiro estagio, de iniciacdo, ocorre a exposicao
dos genes a acdo de agentes carcinogénicos. Na sequéncia, na etapa de
promocao, 0s proto-oncogenes agem sob a célula alterada levando ao ultimo
estagio, de progressao, onde a célula multiplica-se de forma descontrolada e
irreversivel [1,5,6].

O estégio de iniciacdo esta diretamente relacionado a fatores genéticos
combinados a exposicdo cumulativa a agentes carcinogénicos externos.
Exemplos destes agentes sdo a exposicdo a radiacdo UV e ionizante,
componentes da fumaca do tabaco, substancias contaminantes presentes na

agua e alimentos, infec¢Bes causadas por certos virus, bactérias ou parasitas,
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dentre outros. Além disso, constata-se um aumento na incidéncia de cancer com
o envelhecimento, sendo esta relacionada a menor eficacia dos mecanismos

naturais de reparo celular que podem levar a mutacdes [5,7-10].

Esquema 1: Representacdo dos estagios que compdem a ancogénese.

Progressao

Iniciagao

Promogao

Fonte: Adaptado de Céancer, 2012 [1].

Dessa forma, os fatores que levam ao desencadeamento do cancer estao
associados ao desenvolvimento econémico dos paises, onde o crescimento e
envelhecimento da populacdo mundial refletem no aumento rapido e progressivo
no namero de casos e na mortalidade relacionada a essa patologia. Segundo o
Observatoério Global de Cancer (GLOBOCAN) da Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC), estima-se um aumento aproximado de 56 % no
namero de casos e de 63 % para o numero de mortes no ano de 2040 (n° de
casos: 30,2 milhdes; n° mortes: 16,3 milhdes), em comparacdo ao registrado
para o ano de 2020 (n° de casos: 19,3 milhdes; n° mortes: 9,96 milhdes) (Figura
1[11].
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Figura 1: Numero estimados de novos casos de Cancer (a esquerda) e de mortes (a
direita), do ano de 2020 até 2040.
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Fonte: Adaptado de Global Cancer Observatory, 2021[11].

Dentro disso, neoplasias representam um obstaculo para o aumento da
expectativa de vida mundial, sendo considerada pela Organizagdo Mundial da
Saude (WHO) uma das 5 maiores causas de morte em pessoas com idade
superior a 70 anos. No Brasil, segundo dados do DATASUS do Ministério da
Saude, no ano de 2019, as neoplasias representaram a segunda maior causa de
morte (235.301), sendo superadas apenas por doencas do aparelho circulatério
(364.132)[12].

Quanto a distribuicdo do niumero de novos casos para cada tipo de cancer,
de acordo com estimativas da GLOBOCAN para 2020, o cancer de mama e
pulméo apresentam-se como os de maior incidéncia dentre homens e mulheres,
representando 11,7 e 11,4 % dos casos reportados, respectivamente. Quando
analisados os niveis de mortalidade, o cancer de pulm&o mostra-se como o mais
letal, computando aproximadamente 18 milhdes de ocorréncias (18 %),
engquanto o numero de mortes por cancer de mama representa 6,9 % do total
(Figura 2)[13].
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Figura 2: Gréficos representando estimativas para o nimero de casos e mortes por
Céancer no ano de 2020.
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Fonte: Adaptado de Global Cancer Observatory, 2021[11] e Sung, 2021 [13].

Para o Brasil, em 2020, conforme estimativas do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), os canceres de préstata e mama mostraram-se como o0s de
maior incidéncia representando 29,2 e 29,7 % do total de casos para homens e
mulheres, respectivamente. Com relacdo ao numero de mortes, em 2019, o
cancer de traqueia, brénquios e pulmao apresentou-se como o0 mais letal para
os homens no Brasil, correspondendo a 13,8 % do total, enquanto o cancer de
morbidade dentre as mulheres brasileiras,

mama apresentou maior

representando 16,4 % do total de mortes por neoplasias (Figura 3)[14].

Figura 3: Gréficos com estimativas para o numero de casos de Cancer em 2020 e,
para o numero de mortes por Cancer no ano de 2019, entre homens e mulheres no
Brasil.
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Mesmo o cancer sendo considerado um dos grandes problemas para a
saude mundial, conforme os dados apresentados demonstram, até entdo nao
existe um tratamento que seja completamente adequado e eficaz para essa
doenca. Apesar disso, quando ocorre o diagndstico precoce para alguns tipos de
cancer, 0s tratamentos existentes mostram-se bastante eficazes, aumentando a
qualidade de vida do paciente e diminuindo as chances de morte. Os principais
recursos terapéuticos empregados atualmente sao a radioterapia, imunoterapia,
cirurgia e quimioterapia, sendo esté ultima amplamente utilizada [1].

A quimioterapia consiste na administracdo de farmacos denominados
como antineoplasicos ou quimioterapicos, com o objetivo de reducdo do quadro
tumoral [1]. E neste sentido que a pesquisa em Quimica Medicinal, bem como
na Quimica Inorganica Medicinal, tem demonstrado expressivamente a sua
contribuicdo, na busca e investigacdo de novas moléculas bioativas que possam
funcionar como farmacos antineoplasicos mais eficientes e que acarretem

menores efeitos colaterais ao organismo [15-19].

1.1 Quimica Inorganica Medicinal

A utilizacdo de compostos inorganicos na terapia, tratamento e
diagnéstico de doencgas deu origem a area de Quimica Inorganica Medicinal [20].
Essa subdivisdo da Quimica Bioinorganica apresenta-se ainda incipiente quando
comparada a aplicacdo medicinal de compostos organicos, porém o crescimento
das pesquisas em metalofarmacos tem auxiliado na aprovag¢édo do uso clinico
destes compostos[21].

Apesar da relativa condicdo inicial da area de Quimica Inorganica
Medicinal, o uso terapéutico de ions metalicos remonta 5000 anos atras, com as
primeiras civilizacdes da Mesopotamia, Egito, india e China [20]. Os primeiros
relatos remetem a 3000 a.C, com os egipcios utilizando vasilhas de cobre para
esterilizagdo da agua e, concomitantemente, na Arabia e na China eram
aplicados diversos farmacos a base de ouro. Medicamentos contendo ferro e
zinco ja eram utilizados no Egito por volta de 1500 a.C, mesmo com o

desconhecimento da essencialidade destes ions metalicos naquele periodo.
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Sais de mercurio eram utilizados também como diuréticos na era Renascentista
da Europa [20,22]. Nestes primérdios, a utilizacdo de ions metalicos para fins
medicinais baseava-se unicamente na natureza preciosa dos metais, com a
auséncia de estudos com abordagem medicinal propriamente dita.

O advento das pesquisas inovadoras e revolucionarias propostas por
Alfred Werner em 1893, acerca da estrutura de complexos metalicos, propiciou
uma compreensao inicial a respeito da natureza das ligacdes coordenadas e da
estereoquimica de compostos de coordenacgédo [23—-25]. Esse conhecimento deu
inicio ao estudo estrutural desses compostos visando aplicagbes especificas
como nha area medicinal. Com isso, o inicio de fato da investigacdo medicinal de
compostos inorganicos inicia-se por volta de 1900, com a descoberta da acéo
antimicrobiana de sais de ouro e antiménio e com a aplicagdo do complexo
K[Au(CN)z] no tratamento de tuberculose [22]. Apesar do grande avanco, as
relacbes estrutura/atividade de compostos inorganicos ainda eram
desconhecidas.

Em 1912 foi reportada a acao antimicrobiana, frente a bactéria Treponema
pallidum associada a doenca de sifilis, do farmaco salvarsan (arsenoamina,
Ehrlich 606), por Paul Ehrlich [26]. Este organoarsénico é considerado o primeiro
metalofarmaco, que consistia de uma mistura de compostos organometalicos
derivados de 3-amino-4-hidroxifenil-arsénio(lll), representados no Esquema 2
[20,27]. Este farmaco teve a sua acao terapéutica para o tratamento de sifilis
comprovada a partir dos primeiros estudos de rela¢des estrutura/atividade para
compostos inorganicos, além de seu estudo marcar o inicio da quimioterapia
moderna [22,28]. Apesar desse farmaco ter sido substituido pela penicilina apés
a Il Guerra Mundial, o Salvarsan representou um importante marco para a area
de Quimica Inorganica Medicinal, o qual impulsionou a investigacdo do uso

terapéutico de novos compostos a base de metais e metalbides [20].
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Esquema 2: Estruturas dos organoarsénicos propostas por Ehrlich que compdem o
farmaco Salvarsan.

OH OH

NH,

Fonte: Adaptado de Mjos, 2014 [20]

Depois da contribuicdo dos organoarsénicos para o nascimento das bases
da quimica inorganica medicinal, a descoberta da acdo antitumoral de
compostos de platina representa um marco importante para 0 nascimento da
quimica inorganica medicinal. Em 1965, ao estudar o efeito da corrente elétrica
sob cepas de Escherichia coli, Barnett Rosenberg e Loreta VanCamp descobrem
a acao antiproliferativa do composto cis-diaminodicloroplatina(ll), posteriormente
nomeado como cisplatina [29—32]. De principio a estrutura desse composto era
desconhecida, uma vez que este foi gerado de forma nao intencional pela
combinacao dos produtos das reacdes de eletrélise dos proprios eletrodos de Pt
utilizados no experimento, com os ions ClI- e NH4" provenientes dos sais
presentes no meio de cultura [30,33]. A partir das proposicées de estruturas
possiveis para essa espécie, descobriu-se que essa ja havia sido reportada por
Michele Peyrone, em 1845, sendo conhecida como “clorido de Peyrone”, de
formula cis[PtCl2(NHz3)2] [32,34].

Assim, apos diversos experimentos teste, constatou-se que a inibigdo da
divisdo celular observada era ocasionada pela geracdo do composto
cis[PtCI2(NH3)2] no meio de cultura da bactéria [29,35]. Como o complexo
apresentou a habilidade de interromper o processo de divisdo celular na bactéria
em concentra¢cdes ndo toxicas, levantou-se a hipotese de que essa espécie

poderia igualmente interromper o processo de divisdo celular em tumores, néo
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ocasionando danos ao hospedeiro. A partir de experimentos in vivo em
camundongos com sarcoma-180, observou-se a reducao total dos tumores nos
animais no periodo de 6 dias ap0s o tratamento com cisplatina, fazendo com que
a hipotese formulada fosse aceita (Figura 4)[31,36]. Com isso, a acao
antitumoral da cisplatina foi comprovada, representando um marco na area de
Quimica Inorganica Medicinal, despertando o interesse da comunidade cientifica
para estudos voltados a descoberta de novos metalofarmacos ndo s6 para a
terapia do cancer, mas para o tratamento de outras doencas até os dias atuais.
Dentre estas doencas pode-se citar a artrite, doengas microbianas e parasitarias,
doencas gastrointestinais, tuberculose, doencas neurodegenerativas e até
mesmo doencas virais como a COVID-19 [20,21,27,37-41].

Figura 4: Sequéncia de fotografias de camundongo com tumores de Sarcoma-180
tratado no oitavo dia com uma inje¢do intraperitoneal de cisplatina.
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Fonte: Adaptado de Rosenberg,1978 [31].

A descoberta inesperada da acao antitumoral da cisplatina mostrou-se
pioneira sob diversos aspectos, foi o primeiro metalofarmaco a conquistar a
aprovacao pela FDA (Food and Drug Administration), em 1978, para o uso clinico
no tratamento de céncer de testiculo, cuja chance de cura neste caso
apresentou-se superior a 95 %. Além da acdo antitumoral para cancer de
testiculo, apresentou-se ativa frente a aproximadamente 16 tipos de cancer,
como de ovario, pescoco, pulmao, colorretal e bexiga impulsionando os
primeiros estudos concretos acerca da proposicao de mecanismos de acao para

metalofarmacos [32,42,43].
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Os estudos da forma de acao da cisplatina levaram a propor relagbes
estrutura/atividade e a destacar a importancia da estereoespecificidade do
composto no desencadeamento da acdo terapéutica. Pode-se inferir que os
complexos com isomeria cis apresentavam-se ativos, enquanto os de isomeria
trans, inativos [31,32,44]. Logo concluiu-se que as reacfes em meio bioldgico
dependiam intimamente da estrutura dos complexos de Pt'. Sob a luz dos
conhecimentos acerca da forca de ligacGes coordenadas, labilidade e forca de
ligantes, se prop0s que a forma ativa para a cisplatina era na realidade um
aquocomplexo, onde os ligantes clorido seriam substituidos por ligante aquo
presentes no meio celular e ainda que essa troca de ligantes seria propiciada
pela diferenca de concentracdo de ions cloro no meio intra e extracelular ([CI-
Jexra= 100 mM; ([Cl]inra.= 4 mM)[31]. Mais recentemente, elucidou-se que esse
processo de troca de ligantes sofre também a influéncia do pH do meio, sendo
favorecida em meios levemente acidos, como o ambiente de células tumorais
(pH < 7,0) (Esquema 3) [45].

Esquema 3: Reacgbes de hidratacdo da cisplatina para a formagéo de sua forma ativa.
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Fonte: Adaptado de Ahmad, 2017 [45].

Neste contexto de investigacdo de relagbes estrutura/atividade,
constatou-se que existia uma semelhanca da distancia entre os ligantes clorido
na estrutura da cisplatina (3,4 A) com a distancia entre as duplas fitas do DNA,
0 que suportou a hipotese de esta biomolécula poder representar o alvo
terapéutico para esse metalofarmaco [44]. Dentro disso, a investigacédo da forma
de interacdo da cisplatina com o DNA foi influenciada pelo mecanismo de acéo
ja elucidado para as mostardas nitrogenadas, reconhecidamente farmacos que

funcionavam como agentes alquilantes do DNA [46].
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O mecanismo de acdo das mostardas nitrogenadas baseava-se na
interacdo com guaninas interfita e, dessa forma, um mecanismo de interacdo
semelhante foi apontado para a cisplatina [46]. Com base nessa proposta, aliado
aos conceitos de bases e acidos moles e duros de Pearson que classifica grupos
fosfatos (PO4*) como sendo bases duras, os nitrogénios das bases
nitrogenadas, como bases intermediarias, e a Pt'", como um éacido mole, foi
proposto a formacdo de adutos mono e bifuncionais intra e interfita entre a
cisplatina e as bases nitrogenadas adenina, guanina e citosina [31]. A hipétese
era de que a formacdo desses adutos causaria uma desestabilizacdo da
estrutura do DNA (Figura 5) [47].

Com a determinacao estrutural por DRX da interacéo da cisplatina com o
DNA, em 1995 (PDB: 1AIO), foram aceitas as hipoteses levantas para a
explicagdo quanto ao mecanismo de intera¢cdo, demonstrando que a interagéo
interfita com as bases guanina representam os principais adutos formados,
levando a uma desestabilizacdo da estrutura do DNA em 6,3 Kcal/mol (Figura
5)[47,48].
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Figura 5: Representacdo dos adutos formados entre o DNA e a cisplatina, levando a
desestabilizagdo da estrutura da biomolécula (PDB: 1AIO).
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Fonte: Adaptado de Bergamo, 2018 [47] e Takahara, 1995 [48].

A associacao dos conhecimentos adquiridos com relagéo a forma ativa da
cisplatina, formas de entrada de compostos nas células e dos modos de
interacdo com o DNA levaram a proposi¢cdo do mecanismo de agao antitumoral
para a cisplatina, até entdo aceito [32]. O mecanismo proposto inicia pela entrada
do metalofarmaco na célula por meio de transporte ativo ou passivo, através da
membrana celular. No meio citoplasmatico, pela diferenca de concentracdo de
ions cloreto nos meios intra (menos concentrado) e extracelular (mais
concentrado), ocorre a troca dos ligantes clorido por ligantes aquo,
transformando a cisplatina em sua forma ativa. A forma ativa atravessa a
membrana nuclear e interage com o DNA pela formacdo de adutos,
principalmente com as guaninas interfita, impedindo a sintese do DNA e levando

a célula a morte por mecanismos de apoptose (Esquema 4) [31,43,47].
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Esquema 4: Proposta de mecanismo de acao para a cisplatina e possiveis
mecanismos de resisténcia ao farmaco.
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Fonte: Adaptado de Dilruba, 2016 [42] e Deo, 2018[43].

A proposicao do mecanismo de a¢ao permitiu, além de descrever a forma
de acdo do metalofarmaco, buscar justificativas para as problematicas de alta
toxicidade e resisténcia adquirida frente a algumas linhagens tumorais,
apresentadas pelo tratamento com cisplatina. Existem mdultiplos mecanismos
que podem levar a resisténcia das células tumorais a acao da cisplatina, como
no préprio mecanismo de transporte ativo e a presenca de biomoléculas como
glutationa e cisteina, potenciais agentes coordenantes, que podem ocasionar a
expulsdo do metalofarmaco antes de este atingir o alvo terapéutico [42]. Além
disso, os mecanismos de reparo do DNA, podem restaurar os danos causados
pela interacdo com o metalofarmaco, revertendo a desestabilizacdo da estrutura
do DNA, impedindo o desencadeamento dos mecanismos apoptéticos. Ainda, a
ativacdo de genes especificos que impedem a apoptose pode representar
fatores de resisténcia [43].

Os efeitos toxicos, como nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade
e emetogénese apresentados pela administragdo de cisplatina, estdo
associados a propria natureza da acéo terapéutica do metalofarmaco [42]. O

processo de troca dos ligantes clorido por ligantes aquo na esfera de
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coordenacgdo do complexo apresenta cinética rapida (K1 = 5,18 x10° s; Kz =
2,75 x10° s1), fazendo com que a forma ativa da cisplatina seja altamente
reativa, podendo coordenar-se a biomoléculas citoplasmaticas nao alvo [45].
Adicionalmente, o principal alvo terapéutico da cisplatina, o DNA, é um alvo
inespecifico. Essas condi¢cdes tém por consequéncia a baixa seletividade
apresentada pelo metalofarmaco, que, ao atingir o DNA de células de alta
proliferacdo nao tumorais, ou biomoléculas ndo alvo, desencadeiam efeitos
colaterais ao paciente [42].

Os fatores de resisténcia e toxicidade sdo 0s maiores problemas
associados ao tratamento com cisplatina, e igualmente representam limitacdes
gue impulsionam a descoberta de novos metalofarmacos que possam solucionar
ou amenizar estes problemas [49,50]. Foi nesse sentido que surgiram o0s
farmacos de platina(ll) de segunda e terceira geracdo (Figura 6) [43]. Os
farmacos de Pt' de segunda geracdo, representados pela carboplatina, foram
planejados racionalmente visando a reducdo dos efeitos colaterais toxicos, a
partir da substituicdo dos ligantes clorido por ligantes quelato carboxila mais
estaveis que diminuissem a velocidade de substitui¢cdo por ligantes aquo no meio
citoplasmatico (K(carboplating)= X108 s1; Kisplating= X10° s1). Essa estratégia
estrutural de fato chegou a reducédo da neurotoxicidade e ototoxicidade com a
administracdo de carboplatina, o qual é aprovado para o tratamento de cancer
de ovario. Porém, em funcdo da menor reatividade apresentada pela
carboplatina, é necessario a administracao de doses maiores em comparacao a
cisplatina (Carboplatina: 300-450 mg/m?; Cisplatina: 20-120 mg/m?)[49].
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Figura 6: Farmacos analogos de Pt" de 22 e 32 geragdo e estrutura cristalina da
interagcdo DNA-oxaliplatina (PDB: 1IHH).
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Fonte: Adaptado de Wheate, 2010 [49] e Spingler, 2001[51].

Ja os farmacos de Pt'" de terceira geracdo foram planejados
estruturalmente com o intuito de superar 0s mecanismos de resisténcia
associados a cisplatina [43]. O farmaco oxaliplatina é o representante dessa
série de andlogos onde além da substituicdo dos ligantes clorido por um ligante
guelante carboxila, é proposto a substituicdo dos ligantes amin pelo ligante
diaminociclohexano. A porcdo ciclica adicionada a estrutura do complexo
propicia interaces nas regides de sulco do DNA, além da formacéo dos adutos
com as bases guanina intrafita [49,51]. Esse modo diferenciado de interacdo com
o alvo terapéutico dificulta a ocorréncia de mecanismos de reparo do DNA que
sao fatores que levam a resisténcia de algumas linhagens tumorais a cisplatina.
Essa estratégia mostrou-se assertiva e o tratamento com oxaliplatina para o
cancer colorretal metastatico, que apresenta resisténcia a cisplatina, foi
aprovado [42,49].

Além dos complexos baseados em Pt', a busca por melhores alternativas

ao tratamento com cisplatina, revertendo efeitos toxicos e fatores de resisténcia,
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levou a investigagdo de compostos candidatos a metalofarmacos baseados em
outros metais, como ruténio, paladio, prata, niquel, galio, titanio, dentre outros
[25,52-55]. A versatilidade estrutural de compostos de coordenacédo, em que
diferentes ligantes, muitas vezes inerentemente bioativos, podem ser
combinados a diversos nucleos metalicos, conduziu a uma diversidade de
complexos que apresentam acdo antitumoral em ensaios pré-clinicos e clinicos
reportados na literatura. Essa colocacéo pode ser constatada pelos graficos de
barras na Figura 7 que relaciona o numero de publicacdes associadas aos
termos “metal complex” e “cancer” de 1960 (década em que foi reportada a agéo

antitumoral da cisplatina) até os dias atuais.

Figura 7: Graficos de barras que relacionam o numero de publicacdes associadas aos
termos “metal complex” e “cancer” para as plataformas de busca: Peridédicos Capes,
Scifinder e Web of Science (Nov.2021).
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Atualmente mais de 50 % dos tratamentos quimioterapicos para cancer
utilizam farmacos de Pt e ainda uma quantidade crescente de metalofarmacos
nao baseados em platina tém sido encaminhados a testes clinicos (Figura
8)[52,56]. Exemplos destes compostos sdo os complexos de Ru(lll) derivados
de ligantes imidazol, o] imidazol trans-
[tetraclorido(dimetilsulfoxidoimidazolrutenato(lll)] (NAMI-A) e o indazol trans-
[tetracloridobis(1H-indazol)rutenato(lll)] (KP1019), que encontram-se em Fase |
de estudos clinicos como agentes antimetastéaticos e antineoplasicos [57]. Ainda
nesse sentido, pode-se citar os complexos de As'' e TilV, o triéxido de arsénio(lll)
(ATO) e o composto organometalico diclorido titanoceno, respectivamente. O
trioxido de arsénio(lll) teve seu uso clinico aprovado contra leucemia
promielocitica aguda, enquanto o diclorido titanoceno encontra-se em Fase /1l
dos testes clinicos [39,57]. Recentemente, em 2017, o metalofarmaco de Pd',
padeliporfirina dipotassio (TOOKAD) teve seu uso aprovado pela EMA
(European Medicines Agency) para terapia fotodinAmica em pacientes com

cancer de préstata [58].

Figura 8: Estruturas de metalofarmacos antineoplasicos em etapa de testes clinicos.
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Fonte: Adaptado de Liang, 2017 [57] Englinger, 2019[39] The U.S. Food and Drug
Administration 2020[58].

TOOKAD
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2. Referencial Teo6rico

2.1 Ciclopaladados: definigdo, estrutura e atividade antitumoral

Os Ciclopaladados sédo espécies de Pd" que pertencem a classe de
compostos ciclometalados, os quais sdo assim denominados por serem
constituidos essencialmente por uma ou mais unidades ciclicas. Esses anéis
metalados séo formados por duas ligacdes entre o nlcleo metélico; uma ligagéo
coordenada com um atomo doador (Grupo 5 ou Grupo 6) e uma ligacéo
covalente com um atomo de carbono, caracterizando estes compostos como
organometalicos [59,60](Esquema 5). Portanto, diferentes tipos de atomos de
carbono (alifatico, aromético, vinilico) podem ser utilizados na construcdo de
ciclopaladados e, juntamente com a possibilidade da combinacéo de diferentes
heterodtomos e ligantes labeis, podem ser formadas espécies diméricas,
monoméricas, neutras ou catibnicas (Figura 9)[60]. Assim, as diferentes
possibilidades de configuragdo estrutural desses compostos permitem a
modulacao destas estruturas conforme a propriedade e finalidade desejada.

A ligacdo C-Pd é formada a partir da ruptura intramolecular da ligacao C-
H no ligante quelato e pela troca do ligante labil, comumente halogenado, na
esfera de coordenacédo. Pela necessidade de ativacdo da ligacdo C-H,
normalmente sdo empregados atomos de C-sp? de sistemas aromaticos
anibnicos em posicdo orto ao substituinte que contém o heteroatomo (Esquema
5) [59].
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Esquema 5: Esquema geral de compostos ciclometalados e ciclopaladados.
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Ciclometalado =
Y=N,P,As,0O,S Ciclopaladado
, ‘. \“\\Y %, \\\Y
7 vy + HX
\C
\
H

Fonte: Adaptado de Dehand, 1976 [59]

Figura 9: Exemplos de compostos ciclopaladados.
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Fonte: Adaptado de Dupont, 2005[61] Dehand,1976[59] da Cunha, 2020[62].

Nesse sentido, anéis metalados de 5 e 6 membros apresentam-se como
0S mais estaveis, sendo que a maioria dos compostos ciclopaladados reportados
na literatura sdo constituidos por anéis de 5 membros, com o nitrogénio como
heterodtomo [60]. Sistemas deste tipo foram primeiramente apresentados nos
anos de 1960, e desde entdo essas estruturas tém sido funcionalizadas com
grupos aminas, iminas, oximas, azobenzenos, dentre outras, visando
principalmente a aplicagdo destes compostos como precursores cataliticos
organometalicos [60,63,64].

Dentre as propriedades fisicas que estes compostos apresentam,
destaca-se a alta estabilidade térmica. Essa caracteristica mostra-se altamente

relevante para a aplicacdo de ciclopaladados como precursores cataliticos em
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reacOes de acoplamento C-C, C-heteroatomo do tipo Heck e Suzuki-Miyaura,
tanto em escala laboratorial quanto industrial [63,65—68].

Apesar da expressiva aplicacéao de ciclopaladados na area de catalise, as
propriedades fisicas e estruturais destes compostos, como alta estabilidade e
versatilidade sintética, tem despertado o interesse na aplicacéo destas espécies
na area medicinal. Essa abordagem para ciclopaladados é relativamente nova,
onde, em comparacao a area de catélise, sdo encontrados um numero menos
expressivo de publicacdes. Dentre essas, destacam-se como os de maior
recorréncia os trabalhos onde a acgdo antitumoral destes compostos é
investigada.

Nesse contexto, Rodrigues, et al reportou a obtencéo e a acdo antitumoral
do ciclopaladado derivado do ligante ortometalado N, N-dimetil-1-fenetilamina
(dmpa), com ligante auxiliar difosfinico dppe (1,2-etanobis(difenilfosfina)) (Figura
10)[69]. Este composto, dentre os derivados analogos testados no trabalho,
mostrou-se como 0 mais promissor, exibindo acdo antitumoral frente a células
de melanoma murino. Nos ensaios in vitro, com uma concentragao inferior a 1,25
UM, o ciclopaladado foi capaz de inibir 100 % do crescimento celular. Ja os
ensaios in vivo demonstraram que a administracdo subcutanea do composto em
camundongos foi capaz de provocar a reducao do tumor de células de melanoma
B16F10-Nex2, aumentando a sobrevivéncia dos animais.

Figura 10: Estrutura e dados da ac¢&o antitumoral do ciclopaladado [Pd2(SC? N-
dmpa).(p-dppe)Cla].

Q Q Q Linhagem Tumoral IC50(uM)
@ Q Melanoma murino B16Nex2 0,42+0,06

8 LS-180 | 0,26+0,07

= H, H Pd CH; Colon
HyC ae Pd BTk g HCT-8 0,34+0,05
/C\N/ e Cl/ \N/ \H ,3410,
i e HC CHy L SKBr-3 | 0,26+0,04
ZR753A 0,34+0,02
[Pd,(S,C?N-dmpa),(p-dppe)Cl,]
Hela 0,30+0,03

Atividade Antimetastatica in vivo (linhagem B16F10-Nex2)

Cervical Uterino Caski 0,24+0,01
SiHa 0,19+0,02
Me91 0,14+0,03

Melanoma humano

SK-Mel 25 | 0,15+0,01

Pulméo tratado Leucemia HL-60 1,0+0,1
como "
ciclopaladado Glioblastoma u-87 3,5+0,02

Fonte: Adaptado de Rodrigues, 2003[69] Serrano, 2011[70].

Pulméo nao tratado
(controle)
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A avaliacdo da acéo antitumoral in vivo para os ciclopaladados analogos
neste trabalho destacou a importancia da enantiosseletividade do ligante dmba
ortometalado. O isdbmero com carbono assimétrico do ligante dmba em
configuracdo “S” mostrou-se ativo, enquanto o com configuragdo “R” inativo.
Como o carbono assimétrico compdem a porcdo metalociclica, esse resultado
demonstrou a importancia deste fragmento estrutural para a atividade
antitumoral de ciclopaladados [69].

Ainda neste trabalho foram estudados os possiveis mecanismos de acéo
associados a atividade do ciclopaladado, a partir de ensaios de apoptose e de
interagcdo com o DNA-plasmodial. Constatou-se que a presenca do composto
afetava rapidamente as células tumorais de melanoma, inibindo o metabolismo
celular e levando a célula a mecanismos apoptose independentes de caspase.
Complementando estes resultados, Serrano, et al elucidou o mecanismo de acéo
antitumoral do ciclopaladado frente as células de melanoma murino [70]. Com
0S ensaios de mensuragao do potencial de membrana mitocondrial, constatou-
se que o ciclopaladado apresenta a habilidade de interagir com grupos tiol das
proteinas que compdem a membrana mitocondrial, ativando vias apoptoticas
intrinsecas. Os resultados apresentados por Rodrigues, et al e Serrano, et al
demonstram que o ciclopaladado pode atuar como um efetivo quimioterapico
contra tumores murinos primarios e em tumores humanos metastaticos,
incluindo células resistentes a cisplatina [69,70].

Utilizando o ligante dmba ortometalado (N,N-dimetilbenzilamina), similar
ao ligante dmpa, Cunha, et al reportou a sintese, caracterizagcdo e estudo da
acao antitumoral de uma série de compostos ciclopaladados derivados de 2,6-
lutidina com modificacdes no ligante labil em posi¢do trans a ligacdo Csp2-Pd
(Figura 11)[62]. A atividade antiproliferativa in vitro dos compostos foi testada
frente a células tumorais murinas 4T1 (carcinoma mamario), B16F10-Nex2
(melanoma), humanas A2058, SKMEL-110 e SK-MEL-5 (melanomas) e uma
linhagem de fibroblastos MRC-5. Os compostos da série apresentaram-se 10 a
100 vezes mais ativos do que o metalofarmaco padrao Cisplatina, com valores
de ICso inferiores a 10 uM para as 5 linhagens tumorais avaliadas. N&o foram

observadas variacOes significativas nos valores de concentracdo inibitoria
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minima com as modificacbes do ligante anidnico no arcabougo molecular,
podendo indicar que, para estes sistemas, o ligante ortometalado juntamente ao
ligante auxiliar podem ser os responsaveis pela acao antiproliferativa.

Figura 11: Estrutura e dados da ac¢&o antitumoral do composto [Pd(C?,N-
dmba)(Cl)(lut)] da série de ciclopaladados [Pd(C? N-dmba)(X)(lut)].

Linhagem Tumoral IC50(uM) composto (1)

\@ Carcinoma mamario 4T1 1,49+0,17

o o Melanoma murino B16F10-Nex2 0,55+0,17

A2058 3,12+1,05

H3C CH3 Melanoma humano SK-MEL-110 6,00+1,05

X = Cl(1), 1(2), N5(3), NCO(4) SK-MEL-5 6,17+0,28

[Pd(C%N-dmba)(X)(lut)] Fibroblasto de pulméao MRC-5 12,58+1,22
Vista parcial do Sitio | de Sudlaw daHSA com o Espectros de Dicroismo circular do ct-DNA na

~ composto [Pd(OHz)( c?,N-dmba)(Ithr)]’ ) . presenca do composto (1)

—— Free DNA
complex 1-DNA r=0.05
complex 1-DNA r=0.10
complex 1-DNA r=0.20
complex 1-DNA r=0.30

—— complex 1-DNA r=0.40

Ellipticity (mdeg)

T T T T
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|
K199 _= \
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Wavelength (nm)

Fonte: Adaptado de da Cunha, 2020 [62].

Ainda neste trabalho foi investigada a indugcéo de apoptose na linhagem
tumoral SK-MEL-5, ocasionada pelos mondémeros. Por este estudo, foi
observada uma diminuicdo da viabilidade celular por apoptose tardia e necrose,
uma vez que os resultados demonstraram a inducao de danos a mitocéndria pela
diminuicdo do potencial transmembrana em presenca dos compostos no periodo
de 24 h. Assim como 0 exposto por Serrano, et al, os resultados de Cunha, et al
demonstram a tendéncia de compostos ciclopaladados em causar danos a
membrana mitocondrial com a inducéo de apoptose.

Adicionalmente, o monémero [Pd(C2N-dmba)(Cl)(Lut)] foi selecionado
como representativo da série para estudos de interagdo com biomoléculas, HSA,
ct-DNA e catepsinas B e L. A magnitude do valor da constante de ligagao Ko

obtido (10%) demonstrou forte interagdo do composto com a HSA, podendo
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indicar que compostos ciclopaladados deste tipo podem ser transportados pela
proteina através do plasma sanguineo. Além disso, ensaios de competicdo com
a sonda Warfarina, complementados por calculos de docking molecular,
indicaram o subdominio Il no sitio de Sudlow’s | como possivel sitio de interagao
monomero-HSA (vide Figura 11). A avaliagao da interacdo do composto com ct-
DNA por dicroismo circular indicou interagdes nao-intercalativas e os compostos
nao foram capazes de inibir as catepsinas B e L, indicando que ndo houve
correlacdo com a acéo inibitéria apresentada pelos compostos [62].

Além de ciclopaladados derivados de aminas ortometaladas, destacam-
se trabalhos com ligantes ortometalados do tipo oximas. Estes ligantes N-
doadores sado classificados como iminas, que apresentam como fragmento
principal o grupo C=N-OH [63,71,72]. Por essa caracteristica estrutural, tornam
insaturado o anel metalociclo formado, diferenciando este fragmento estrutural
do ciclopaladado em comparacdo aos compostos derivados de aminas
ortometaladas [63,73]. A acdo antitumoral de ciclopaladados deste tipo tem sido
relativamente pouco investigada, podendo ser pontuados poucos trabalhos
neste sentido. Dentre estes, destaca-se o trabalho de Thomazella, et al, onde foi
apresentada a sintese, caracterizacdo e estudo da acdo antitumoral de
ciclopaladados monoméricos derivados de benzaldeidooxima (bzox)
ortometalada, etilenotiouréia e haletos (ClI, Br, I) como ligantes auxiliar e Iabil,
respectivamente ( Figura 12) [74]. Os compostos apresentaram acao inibitéria
frente a linhagem tumoral LM3 (mama murino) similar a cisplatina, com valores
de ICso que variaram de 15,3 a 25,0 uM. Igualmente ao reportado por Cunha, et
al, alteracbes no ligante labil no ndcleo coordenante dos mondmeros néo
influenciou significativamente na atividade inibitéria apresenta pelos compostos
da série, destacando a relevancia do ligante ortometalado e do ligante auxiliar

na composi¢ao da espécie ativa do ciclopaladado formado.
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Figura 12: Estrutura e dados da acdo antitumoral da série de ciclopaladados [Pd(C?N-

bzox)(X)(L)].
HN ’\
)\NH Composto IC50(uM) LM3 (mama murino)
g (1) 232+1,77
2 x 2) 19,9+0,61
OH 3) 18,2+2,87
X = Cl(1), Br(2), I(3) bzox > 200
[Pd(C2N-bzox)(X)(L)]

Fonte: Adaptado de Thomazella, 2018[74].

Variando os ligantes auxiliares da classe das tiouréias, Souza, de R. F. F.,
et al reportou a sintese, caracterizacao e o perfil de atividade antiproliferativa de
uma série de ciclopaladados monoméricos contendo acetofenonaoxima
ortometalada (Figura 13) [36]. Os compostos foram testados frente a 2 linhagens
tumorais murinas (4T1, B16F10-Nex2) e 5 linhagens tumorais de melanoma
humano (A2058, SK-MEL-110, SK-MEL-05, Cal27 e HepG2). Para as 7
linhagens tumorais avaliadas foram observados padrées distintos de inibicdo do
crescimento celular, onde os mon6meros contendo tiouréias/tioamidas
substituidas com grupos aromaticos, como ligante auxiliar, apresentaram-se
mais ativas. A partir dessa informacédo, pode-se destacar a importancia da
constituicdo do ligante auxiliar para a atividade de compostos ciclopaladados e
ainda que por¢cdes aromaticas podem representar grupos farmacoféricos nestes
sistemas. Neste sentido, o ciclopaladado contendo benziltiouréia apresentou-se
mais ativo em comparacdo a cisplatina para todas as linhagens tumorais
testadas [36].
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Figura 13: Estrutura e dados da agdo antitumoral da série de ciclopaladados [Pd(C? N-

afox)(Cl)(L)].
R, Composto | R, R,
)‘NH (1) H NH,
/ i \ (2) CH, NH,
“epg R (3) CH, | NHCH,
ne X e (4 [CHs | NH,
(9) CgHs | NHCzH;
OH (6) H | CH,
[Pd(C? N-afox)(CI)(L)] (7) H CeHs
Linhagem Tumoral ICsolM)
(4) (5) (7)
Carcinoma mamario 4T1 38,68+3,57 45 87+0,74 | 34,70+15,78
Melanoma murino B16F10-Nex2 | 33,07+3,77 | 50,35+5,02 25,92+3,52
A2058 89,72+15,82 | 82,23+2,46 65,05+7,34
Melanoma humano SK-MEL-110 | 60,54+1,88 | 61,18+3,87 51,05+4,14
SK-MEL-5 50,05+7,47 | 59,20+2,13 49,57+2,97
Carcinoma adenoescamoso oral Cal27 55,06+0,47 47,79+2,57 69,45+3,57
Figado HepG2 27,72+1,00 | 15,92+3,84 33,32+5,88

Fonte: Adaptado de Souza, 2019[36].

Os trabalhos citados demonstram as potencialidades para a aplicacao
medicinal de compostos ciclopaladados, em especial na busca por substancias
gue possam atuar como metalofarmacos antitumorais. Nao foram encontrados,
até o presente momento, trabalhos que reportem o perfil antitumoral de
ciclopaladados monoméricos contendo ligantes tetralonaoxima ortometalada e
fosfinas como ligantes auxiliares, sendo desta forma o presente trabalho pioneiro

para estes sistemas.

2.2Tiossemicarbazonas bioativas

Tiossemicarbazonas sdo compostos bases de Schiff pertencentes a
classe das iminas, caracterizados pelo nucleo estrutural “C=N-NH-CS-N”,
conforme é apresentado no Esquema 6. Estas moléculas sdo comumente
obtidas pela combinacdo de um aldeido ou cetona com uma tiossemicarbazida
[75,76].

empregadas e possibilidades de substituintes no N(4) da tiossemicarbazida, as

Pela diversidade de substancias carboniladas que podem ser

tiossemicarbazonas sao consideradas altamente versateis e com grande
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potencialidade quando se visa a obten¢cdo de compostos bioativos, em funcéo
da viabilidade de modulacdo de acbes especificas pelo planejamento estrutural
[77-83]. Igualmente, as caracteristicas quimico/estruturais destes compostos
tem impulsionado a sua utilizacdo como ligantes na construcdo de complexos
metélicos [84—90]. A disposi¢céo de seus atomos propicia grande deslocalizacéo
eletrbnica, favorecendo sua atuacdo como ligante quelato bidentado, com a
coordenacao do nitrogénio azometinico e do atomo de enxofre do grupo C=S,
tridentado, quando a porgcéo do aldeido ou cetona apresenta sitio coordenante
ou de forma monodentada (vide Esquema 6). Por sua propriedade quelante,
ligantes tiossemicarbazonas de forma geral originam complexos estaveis com
diversos nucleos metélicos, podendo coordenar-se na forma anidnica ou neutra
[75,76].

Esquema 6: Estrutura geral numerada e representacdo dos possiveis modos de
coordenacdo de ligantes Tiossemicarbazonas.

Tiossemicarbazonas

R1\ 1 )k
C=—N_2 4
R? \H * “NR3R?

R', R2, R% R*=H, Aril, Alquil

Modos de coordenagéo de ligantes Tiossemicarbazonas

1
T @ R! @
ray ) Dol
R2 \.: \‘ 2/c “ \ . Tos )&\
N e R \N: \ o- T NR’R*
Y v ‘S. 7
i : H
M R HN
3pd
, NR'R NR3R!
Bidentado neutro Bidentado anidnico
Tridentado neutro
1
! @ B
R27 N -. ,f
\N 8152 (o X3 N-=: »\ NR3R4
\ J , N
HN N
NR3R*

Monodentado neutro
Tridentado anidnico

Fonte: Adaptado de Tendrio, 2005[75] e Casas, 2000[76].

Deste modo, uma diversidade de ligantes tiossemicarbazonas e seus
complexos derivados tem sido extensivamente estudados, principalmente com o

enfoque na obtencdo de substancias com propriedades farmacoldgicas. As
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tiossemicarbazonas tem sido atribuidas atividades antibacteriana, antiviral,
antiprotozoaria, antitumoral, dentre outras [79-82,86,91]. Sua acéo antitumoral
tem sido conferida tanto a sua atuacao inibitoria frente a enzima ribonucletideo
redutase (RR), envolvida na replicacéo e reparo do DNA, como a sua capacidade
em quelar cations metélicos que possam funcionar como cofatores em enzimas
alvo na terapia do cancer [78,92-95]. Um exemplo de substancia que atua neste
sentido é o composto 3-aminopiridina-2-carboxaldeido-tiossemicarbazona
(Triapine®), pertencente a série das a-(N)-heterociclo-tiossemicarbazonas [96].
Atualmente foram iniciados estudos clinicos de fase Ill com este farmaco para
terapias combinadas com cisplatina e radioterapia em pacientes com cancer
cervical ou vaginal. Estudos voltados a investigacdo quanto ao mecanismo de
acdo da Triapine® sugerem a formacdo de um complexo entre o ligante
tiossemicarbazona e o ndcleo de ferro presente no sitio catalitico da enzima RR,
levando a reducédo do ion metdlico Fe3* para Fe?*, inativando a enzima (Figura
14) [78,92,97].

Figura 14: Estrutura do farmaco Triapine® e representagdo de sua interagdo no sitio
ativo da enzima RR.

NH,
(‘E\/ Ribonucleotideo Redutase (RR)
- N )J\ RRM1
N ~Z N NH
H g /

Triapine® {
SH sH SH SH )
XH ’: ) XH 6/ ‘:

Fonte: Adaptado de Plamthottam, 2019 [92].

A acdo promissora apresentada pelo composto Triapine® tem
impulsionado a investigacéo da acéo antitumoral de compostos semelhantes da
classe das a-(N)-heterociclo-tiossemicarbazonas, bem como dos derivados

benziltiossemicarbazonas. Neste sentido, Sibuh, et al apresentaram a sintese,
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caracterizacdo e investigacdo da acdo antitumoral de dois compostos
benziltiossemicarbazonas: 3-metoxibenzil-tiossemicarbazona (3-MBTSc) e 4-
nitrobenzaldeido-tiossemicarbazona (4-NBTSc) (Figura 15)[98]. Foi avaliada a
acao antiproliferativa apresentada pelas duas substancias frente as linhagens
tumorais MCF-7 (mama), B16-FO (melanoma murino) e EAC (carcinoma de
Ehrlich),

comparaveis ao farmaco padrdo Doxorrubicina. O derivado tiossemicarbazona

onde ambos 0s compostos apresentaram niveis de inibicdo
com substituinte metoxi apresentou menores valores de I1Cso frente as linhagens
tumorais testadas (ICso variando de 2,821+ 0,008 pg/mL a 3,355+ 0,012 pg/mL)
e igualmente baixos niveis de toxicidade (abaixo de 20 %), frente a células
normais de mama (MCF-10A). Além disso, estudos de docking molecular com
proteinas alvo expressas em linhagens tumorais de mama e pulmao (PARP
[PDB: 1A26]; VEGFR [PDB: 5ABD]; TGF-f1 [PDB: 3RJR]; BRAFVBE [PDB:
6V34]) demonstraram o potencial dos derivados tiossemicarbazonas em

atuarem como farmacos antitumorais multialvo [98].

Figura 15: Estrutura dos compostos 3-MBTSc e 4-NBTSc e representacéo de dados
de agao antitumoral.
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B16-FO0 2,904+0,013 7,12940,012
EAC 3,355+0,012 3,832+0,014

Fonte: Adaptado de Sibuh, 2021 [98].

De forma semelhante, Shahriar, et al reportou a acéo antitumoral in vivo
frente a tumores de carcinoma de Ehrlich de 3 derivados bases de Schiff:
vanilina-tiossemicarbazona, benzofenona-tiossemicarbazona e acetofenona-

tiossemicarbazona (Figura 16) [99]. O tratamento com 0S compostos resultou
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em uma diminuigdo significativa no crescimento tumoral nos animais. A
administracédo de 7,5 mg/Kg do composto vanilina-tiossemicarbazona ocasionou
uma inibicdo em 88,04 % do crescimento tumoral e um aumento na

sobrevivéncia dos animais de 86,67 %.

Figura 16: Estrutura e dados da acao antitumoral dos compostos tiossemicarbazonas
apresentados por Shahriar, S. M. S.; et al.

YNHZ YNHZ NH,
NH
A _NH NH
| N‘ N N~
o] " | |
CH;3
HO
Vanilina-tiossemicarbazona benzofenona-ti icarbazona 1ona-tiossemicarbazona
Dose 7,5 mg/Kg 2mg/Kg 2mglKg
Inibigédo do crescimento celular in vivo 88,4% 88,97 % 83,86 %
Aumento da sobrevivéncia dos animais 86,67 % 88,09% 80,95 %

Fonte: Adaptado de Shahriar, S. M. S Ali, S. M. M Jesmin, M Islam, M. K Mondal, 2014[99].

Recentemente, Mohammed, et al e Mourad, et al apresentaram estudos
da acgdo antitumoral de diferentes benziltiossemicarbazonas frente as linhagens
tumorais MCF-7 (mama) e A549 (pulméo), associando a a¢cdo dos compostos a
interacdo com biomoléculas alvo (Figura 17) [100,101]. Mohammed, et al
demonstrou, a partir de resultados de inibicdo do crescimento celular in vitro, que
a linhagem tumoral MCF-7 mostrou-se mais sensivel aos derivados
tiossemicarbazonas com substituintes metoxila e cetona, em comparacdo a
linhagem tumoral A549. Estes derivados tiossemicarbazonas apresentaram os
menores valores de ICso dentre 0s compostos sintetizados, sendo
aproximadamente 8 vezes mais ativos para a linhagem MCF-7 em comparagéo
ao farmaco padrao testado 5-fluorouracil (5-FU). Ainda, calculos de docking
molecular no sitio ativo da topoisomerase Il demonstrou que 0 composto com
substituinte cetona pode promover interacdes com residuos especificos,
podendo levar a inibicdo da enzima. E sugerido, dessa forma, que esse
comportamento pode estar associado ao mecanismo de acdo do composto
[100].
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Figura 17: Estrutura geral e dados de agéo inibitoria para os derivados
tiossemicarbazonas apresentados por (a) Mohammed, F. Z.; et al e (b) Mourad, A. A.

E.; etal.
(a) N (b) CN
¥ N o
_NH o n-NH o]
N
| /
R
cl R?
ICso (UM
Composto 0 (M) Composto IC50 (UM)
MCF-7 A549 MCE-7 | AB29
5a R =H 372+0,23 | 2252+ 1,51 ab | RI=H RP=0CH, | 842 | 6.47
6 R = OCHj,4 485+ 0,29 | 18,42 + 0,58 4c | R'=OCH;; R2=OH | 19,80 | 15,30
7 R=0OCOCH; | 3,69+ 0,22 | 29,41 + 2,33 4d | R'=H; R2= N(CHs), | 17,70 1,04
5-FU 31,20+ 1,65 | 7,09+ 0,27

Fonte: Adaptado de Mohammed, 2021 [100] e Mourad, 2021[101].

Da mesma forma, Mourad, et al investigou a acdo inibitéria de
benziltiossemicarbazonas frente as linhagens MCF-7 e A549. Novamente, 0s
resultados de inibicdo in vitro demonstraram que o composto da série com
substituinte metoxila apresentou os menores valores de ICso (MCF-7 [ICso 8,42
pUM]; A549 [ICs0 6,47 uM]) (vide Figura 17). Adicionalmente, estudos de inibicdo
enzimatica demonstraram que o0 mecanismo de acdo dos derivados
tiossemicarbazonas testados podem estar associados a inibicdo das enzimas -
tubulina e Topoisomerase IIf [101].

Os estudos mencionados acerca da acdo antitumoral de compostos
tiossemicarbazonas demonstram a potencialidade desta classe de compostos.
As possibilidades de modulag&o estrutural com a insergcéo de grupos funcionais
especificos criam possibilidades de interacdo destes compostos com diferentes
biomoléculas alvo na terapia do cancer, além de poderem aprimorar
propriedades fisico-quimicas ligadas a farmacocinética e farmacodinamica.
Ainda se destaca o fundamental papel das propriedades quelantes e da
formacdo de complexos metélicos que, conforme demonstrado, estdo
intimamente relacionadas aos mecanismos de agdo biolégica de compostos

tiossemicarbazonas.
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2.3 Complexos de Pd" derivados de tiossemicarbazonas com acéo

antitumoral

Por apresentar essencialmente um nucleo coordenante de caracteristica
mole (dtomo de enxofre do grupo tiona) e um de caracteristica intermediaria
(nitrogénio azometinico), ligantes tiossemicarbazonas podem formar complexos
com diversos ions metdlicos, como Cu", Ni", Pt", zn", Co", Ag', Pd", dentre
outros. Neste ambito, as propriedades quimicas e bioldgicas de complexos
metalicos contendo ligantes tiossemicarbazonas tem sido amplamente reportado
na literatura em funcao das excelentes propriedades quelantes desta classe de
ligantes, sendo possivel a modulacdo estrutural destes compostos para
respostas bioldgicas especificas [54,84,85,88,89,102-105].

Pela caracteristica de ser um éacido mole, o ion Pd" pode formar
complexos quadraticos estaveis com ligantes tiossemicarbazonas. As
propriedades bioldgicas de complexos deste tipo vém sendo investigadas, em
especial a atuacdo destes compostos como potenciais agentes antitumorais
[106-111]. Neste contexto, destacam-se o0s sistemas contendo ligantes
derivados de tiossemicarbazonas combinados a ligantes fosfinicos, como
auxiliares, e ligantes labeis. Dentre os trabalhos reportados neste sentido, pode
ser citado o estudo de Rocha, et al onde foi apresentada a sintese e avaliacao
da acdo antitumoral de 4 novos complexos de Pd" contendo os ligantes
cinemaldeido-tiossemicarbazona, trifenilfosfina e variacdes de ligantes anidénicos
(Cl, I, SCN e N3) (Figura 18) [112]. A avaliacdo da capacidade antiproliferativa
dos complexos frente a linhagens tumorais demonstrou que as células de cancer
de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e préstata (DU145) foram mais sensiveis aos
complexos, em comparacao as linhagens tumorais de pulméo (A549) e lingua
(Cal27), apresentando-se mais ativos que o farmaco padréo cisplatina. Salienta-
se a inatividade apresentada pelo ligante cinemaldeido-tiossemicarbazona livre
frente as linhagens tumorais testadas, podendo demonstrar que a atividade
antiproliferativa observada para os complexos se deve ao sinergismo estrutural
na construcéo da esfera de coordenacéo. Ainda, pode-se verificar, pelos dados
de ICso obtidos, que as alteragbes propostas no ligante Iabil ndo ocasionaram

alteracdes significativas na acao antiproliferativa exibida pelos complexos.
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Complementarmente, a acao inibitoria dos compostos foi avaliada frente
a enzima alvo Topoisomerase lla. Os resultados de inibi¢cdo in vitro e in silico
demonstraram a habilidade inibitéria dos complexos frente a enzima, onde
apresentaram valores de ICso [6,25 a 25 pM] inferiores ao reportado para
inibidores padréo [ICso etoposideo 35 uM]. Destaca-se ainda a menor agao
antiproliferativa apresentada pelos complexos frente a linhagem de células
normais de rim (HEK-293) [ICs0 6,20+0,83 a 13,48+1,32] em comparagéo a
cisplatina [ICso0 2,42+0,65]. Considerando que a nefrotoxicidade é um dos efeitos
colaterais ocasionados pelo tratamento com cisplatina, este resultado demonstra
que complexos de Pd" contendo a combinacéo de ligantes tiossemicarbazona,
fosfinico e ligante labil podem apresentar menor toxicidade, representando um
sistema antitumoral promissor [113].

Figura 18: Estrutura geral e dados da agdo antitumoral dos complexos de Pd"
derivados de cinemaldeido tiossemicarbazona e trifenilfosfina.

e IC50(HM)
Linhagens =
Tsc (1) (2) (3) (4)
MCF-7 >100 | 4,46+1,23 | 1,81+0,85 | 2,69+0,27 | 2,98+0,45
MDA-MB-231 | >100 | 6,42+0,66 | 9,21+0,024 | 6,02+0,66 >20
DU-145 >100 | 6,47+0,51 | 9,62+0,81 | 5,01+0,24 | 1542+1,75

A549 >100 >20 >20 >20 >20

;/@ Cal27 >100 | 7,55+1,21 | 5,66+0,95 | 10,90+1,14 | 7,22+0,61

HEK-293 >100 | 6,20+0,78 | 6,61+0,78 | 13,48+1,32 | 13,41+1,17
/ \ \Q *TSC: ligante cinamaldeido-tiossemicarbazona.

Vlsta arcial do sitio ATPase da enzima Topoisomerase lla
~e, |

X = CI(1), 1(2), NCS(3), N»(4)

Fonte: Adaptado de Rocha 2019 [112].

Em um estudo semelhante ao apresentado por Rocha, et al, Lima, et al
reportou a sintese e avaliacdo da acdo antitumoral de 4 complexos de Pd"
contendo ligantes benzalcetona-N(4)-metil-tiossemicarbazona, clorido e
variacdes de ligantes fosfinicos (Figura 19) [113]. A acdo antiproliferativa dos

compostos foi avaliada frente as linhagens tumorais MDA-MB-231, MCF-7

67



Tese de Doutorado Velasques, J. M

(mama), DU-145 (préstata), A549 (pulméo) e frente a células ndo tumorais de
pulmdo (MRC-5) e prostata (PNT-2). Os complexos foram mais ativos frente as
linhagens tumorais de mama avaliadas, apresentando-se 20 vezes mais
eficientes do que a cisplatina. Ainda, o ligante tiossemicarbazona mostrou-se
inativo frente as linhagens tumorais testadas, destacando mais uma vez que a
acao antiproliferativa exibida pelos complexos esta relacionada a composicao da
esfera de coordenacéo.

A variagdo de substituintes no sistema aromatico dos ligantes fosfinicos
influiu na atividade dos compostos frente as linhagens de mama, onde o
complexo contendo trifenilfosfina e tris(4-fluorofenil)fosfina apresentaram os
menores valores de ICso [< 5 pM]. Adicionalmente, a agdo inibitdria dos
complexos frente a enzima alvo Topoisomerase llo foi avaliada e, como nos
resultados de atividade inibitoria, os compostos contendo trifenilfosfina e tris(4-
fluorofenil)fosfina apresentaram o menor valor de concentragéo inibitéria (12,5
pUM). Estes dados inferem uma associacéo entre os atividade antiproliferativa e
interacdo com o alvo farmacoldgico, demonstrando que a presenca de
substituintes que retiram densidade eletrénica do sistema aromatico em ligantes
fosfinicos, como no caso do ligante tris(4-fluorofenil)fosfina, podem potencializar
a acao antiproliferativa neste tipo de complexo. Adicionalmente foi estudada a
interacdo dos complexos com o DNA por eletroforese, em que se pode sugerir a

ocorréncia de interacdes de natureza ndo-covalente [113].

Figura 19: Estrutura geral e dados de atividade antiproliferativa dos complexos de Pd"
derivados de benzalcetona-N(4)-metil-tiossemicarbazona e ligantes fosfinicos.
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Fonte: Adaptado de Lima, 2020 [113].
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Haribabu, et al apresentou um estudo comparativo entre o sistema
contendo ligantes tiossemicarbazona, clorido e trifenilfosfina com complexos de
Pd" bisquelatos derivados de tiossemicarbazonas. No referido trabalho foi
relatada a sintese, caracterizacdo e avaliacdo do perfil antitumoral de 7
complexos de Pd": 5 contendo trifenilfosfina, ligante clorido e com variacdo dos
substituintes na posicao N(4) do ligante tiossemicarbazona derivado de indol; 2
complexos bisquelatos simétricos contendo os ligantes tiossemicarbazonas com
substituicdo na posicao N(4) pelos grupos metil e ciclohexil (Figura 20) [114]. A
acao inibitéria dos compostos foi avaliada frente as linhagens tumorais HepG-2
(figado), A549 (pulméo), MCF-7 (mama) e uma linhagem n&o tumoral de
fibroblasto de pulmédo (MRC-5). A linhagem tumoral de figado mostrou-se mais
sensivel aos complexos, apresentando valores de ICso que variaram de 10 a 200
pg/mL. Os resultados demonstraram que os complexos contendo a combinacéo
de ligantes trifenilfosfina e tiossemicarbazonas mostraram-se mais ativos em
comparacdo aos complexos bisquelatos. Esta condicdo demonstra que a
presenca do ligante fosfinico pode influenciar de forma positiva na acdo de
complexos de Pd" contendo ligantes tiossemicarbazonas.

Complementarmente, foram realizados ensaios de interagdo dos
complexos com as biomoléculas DNA e BSA. Os resultados demonstraram que
os complexos interagem com o DNA por intercalacdo através de interacdes de
natureza nao-covalente. J4 os ensaios de interacdo com a BSA demonstraram

que os compostos podem vir a ser transportados pela proteina [114].
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Figura 20: Estruturas gerais e dados da acédo antitumoral dos complexos de Pd"
contendo ligante tiossemicarbazona derivado de indol.
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Fonte: Adaptado de Haribabu, 2018 [114].

Alguns trabalhos evidenciam que a presenca de ligantes fosfinicos na
esfera de coordenacédo de complexos de Pd" podem propiciar a ocorréncia de
interacdes intermoleculares importantes para o reconhecimento molecular com
biomoléculas alvo, como o DNA. Estudos publicados por Fuentes, et al e
Haribabu, et al ilustram esse comportamento. Fuentes, L.; et al reportou a
sintese, estudo estrutural e a interagdo com o DNA de 2 complexos de Pd' mono
e dinucleares contendo o ligante 3,5-diacetil-1,2,4-triazol bis(N4, N4-
dimetiltiosemicarbazona) e trifenilfosfina (Figura 21) [115]. A interacdo dos
complexos com o DNA foi avaliada por UV-vis, eletroforese e docking molecular.
Os valores de constante de ligacdo encontrados (Kbp) ficaram proximos ao
reportado para moléculas que interagem na regido do sulco menor do DNA e, de
encontro a esse resultado, ensaios de eletroforese demonstraram a existéncia
de interacbes de natureza nado-covalente pela inalteracdo na mobilidade
eletroforética. Complementarmente, calculos de dindmica molecular e docking
na regiao do sulco menor do DNA indicaram que os complexos interagem com
a cadeia de bases nitrogenadas e grupos fosfato da biomolécula por interacdes
eletrostaticas, apos serem direcionados a regiao especifica for forcas de van der
Waals e intera¢6es hidrofdbicas.

Figura 21: Estruturas dos complexos mono (a) e dinuclear (b) de Pd" contendo o
ligante 3,5-diacetil-1,2,4-triazol bis(N“, N4-dimetiltiosemicarbazona), trifenilfosfina e
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poses mais estaveis obtidas por docking molecular na regido do sulco menor do DNA

(PDB: 1BNA).
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Fonte: Adaptado de Fuentes, 2020[115].

O trabalho de Haribabu, et al apresentou a sintese, caracterizacdo e
investigacdo do perfil antitumoral de 3 complexos de Pd" contendo ligantes
tiossemicarbazonas tridentados O,N,S-doador derivados de cromona e
trifenilfosfina (Figura 22) [116]. Ensaios de interagdo com o DNA por UV-vis,
viscosidade e fluorescéncia evidenciaram que os complexos interagem de forma
intercalativa e, complementarmente, calculos de docking molecular
demonstraram que esta forma de interacdo pode ser promovida por ligacdes de
hidrogénio, principalmente com grupos oxigenados e nitrogenados da estrutura
do DNA. Igualmente, estudos de docking molecular com a proteina BSA
evidenciaram a possibilidade da existéncia de interacées com a por¢ao do ligante
trifenilfosfina, demonstrando a importancia deste fragmento estrutural no
reconhecimento molecular dos complexos.

Ainda foi avaliada a acdo antiproliferativa dos compostos frente as
linhagens tumorais de pancreas (PANC-1, AsPC-1), mama (MCF-7, MDA-MB-
231) e uma linhagem n&o-tumoral de mama (MCF-10a). Os melhores resultados
de inibicao foram encontrados para a linhagem MDA-MB-231, onde os valores

de ICso variaram de 0,5+ 0,12 a 1,52+0,65 pM. Colaborando com este resultado,
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0s complexos mostraram baixa toxicidade frente a linhagem normal de mesmo
tecido (MCF-10a [ICs0 = 50 pM]).

Com os resultados obtidos em conjunto a ensaios de morte celular frente
a linhagem MDA-MB-231, foi proposto um mecanismo de acéo antitumoral para
0s complexos. Determinou-se que 0S compostos induzem a morte dessas
células por apoptose e o referido mecanismo proposto para isso envolve a
geracdo de espécies reativas de oxigénio e intervencdo no funcionamento

mitocondrial [116].

Figura 22: Estrutura geral e dados da a¢do antitumoral dos complexos de Pd"
contendo ligantes tiossemicarbazonas derivados de cromona e trifenilfosfina.

R\ Linhagens ICs(M)
- ) @ @)
HCo N=( PANC1 | 21+0,02 | 1,46+0,02 | 1,1+ 0,02
=N, .~ AsPC-1 4,9+0,14 | 1,35+0,15 | 0,9 +0,06
9 /Pd\ MCF7 | 1462023 | 9,34+0,11 | 7,56+0,42
o MDA-MB-231 | 1,562+0,65 | 0.7+0,58 | 05+012

@3 MCF-10a =50 =50 =50
0N (az%

R = H(1), CzHs(2), CsHw(3)

Biomolecule interactions

Fonte: Adaptado de Haribabu, 2020 [116].

Os trabalhos destacados demonstram que complexos de Pd" contendo a
combinacédo de ligantes tiossemicarbazonas e fosfinicos representam potenciais
sistemas candidatos a agentes antitumorais. Ainda os estudos reportados na
literatura demonstram a importancia do planejamento estrutural de complexos
deste tipo, onde a incorporacdo de fragmentos estruturais especificos pode
desempenhar um papel chave tanto na acao antiproliferativa apresentada pelos
compostos, quanto na interacdo destes com biomoléculas alvo na terapia do
cancer. Destaca-se que ndo foram encontrados até o momento artigos que

reportem o estudo de complexos de Pd" contendo a combinacdo de ligantes

72



Tese de Doutorado Velasques, J. M

tiossemicarbazona derivado de vanilina funcionalizada, fosfinicos e clorido,

tornando o estudo dos compostos apresentados no presente trabalho inédito.

3. Hipotese

Apesar de a cisplatina e seus anélogos representarem os metalofarmacos
mais utilizados no tratamento de neoplasias, a resisténcia intrinseca e adquirida,
a baixa seletividade e os efeitos colaterais severos ocasionados em decorréncia
disso representam limitacbes importantes ao uso quimioterapico dessas
substancias. Visando transpor esta problemética na busca de substancias que
possam funcionar como farmacos antitumorais mais eficientes e menos toxicos,
complexos metdlicos de Pd" vem sendo investigados. O paladio pertence a
mesma familia da platina na tabela periddica, estando um periodo acima deste
elemento. Esta condicdo faz com que o palddio compartilhe similaridades
importantes com a platina, como a configuracdo d8, estado de oxidacdo mais
estavel +2 e raio idnico proximo (raio Pd": 0,64 A; raio Pt': 0,74) [117-120]. Estas
caracteristicas eletronico estruturais tornam os complexos de Pd" semelhantes
aos de Pt", como a formacéao de estruturas de geometria quadratica plana [121].

Apesar das muitas similaridades, complexos de Pd" apresentam maior
tendéncia a hidrélise e diferenca na velocidade de troca de ligantes na esfera de
coordenacdo, sendo esta 10° vezes maior em comparag¢do aos analogos de Pt
[122]. Este fato configura o maior obstaculo para o planejamento de complexos
de Pd" como agentes antitumorais, uma vez que a taxa de troca de ligantes
elevada torna estes compostos instaveis, principalmente em meio bioldgico,
dificultando a manutencéo da integridade estrutural da espécie ativa, sendo esta
inativada precedentemente a chegada ao alvo farmacologico. Aléem disso, a
baixa estabilidade estrutural pode ainda originar espécies reativas inespecificas
gue podem provocar efeitos toxicos [123].

Buscando subverter este problema, a pesquisa em complexos de Pd" que
sejam promissores farmacos antitumorais tem se direcionado ao planejamento
de compostos que apresentem estruturas estaveis. Neste sentido destaca-se a

utilizacao de ligantes polidentados que funcionem como quelatos. A formagé&o de
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anéis quelatos, principalmente com 5 e 6 membros, reconhecidamente atribui
maior estabilidade a estrutura do complexo formado por se tratar de mais de uma
ligacdo coordenada, aumentando assim a energia necessaria ao rompimento
destas ligac¢des e dificultando a saida do ligante da esfera de coordenagéo [110].

Conforme j& exposto, ligantes ortometalados e tiossemicarbazonas
intrinsicamente funcionam como ligantes quelatos, em sua maioria C,N e N,S-
doadores, respectivamente. Por essa razdo, a introducdo destas espécies na
esfera de coordenacédo de complexos de Pd'" representam estratégias sintéticas
interessantes quando se visa a obtencdo de espécies estaveis. Ainda, em
especifico, ligantes tiossemicarbazonas por si s60 exibem acdo antitumoral,
podendo potencializar os efeitos terapéuticos dos complexos formados.
Conjuntamente, as possibilidades de modulagdo estrutural de ligantes
tiossemicarbazonas podem aprimorar propriedades que interferem na
farmacocinética e farmacodinamica de complexos de Pd'", como por exemplo a
funcionalizacdo com o grupo morfolina. A estratégia de incorporacéo deste grupo
em ligantes tiossemicarbazonas para melhorar a solubilidade dos complexos
formados em meio biolégico ja foi reportada para complexos de Cu' [85] e Ag!
[102].

Além da introducdo de ligantes quelatos, o planejamento estrutural de
complexos de Pd' bioativos tem englobado a insercdo de ligantes volumosos
que ocasionem impedimento estérico a troca de ligantes na esfera de
coordenacao. Fosfinas terciarias tém sido amplamente utilizadas neste sentido,
nao so por serem ligantes volumosos, atribuindo impedimento estérico na troca
de ligantes e dificultando a formacdo do intermediario pentacoordenado no
mecanismo associativo de troca de ligantes na esfera quadréatica plana, mas
também pela forga da ligacédo coordenada Pd-P. A possibilidade de expanséo da
camada de valéncia do &tomo de fosforo propicia a ocorréncia de retrodoacéo d-
n, pela interacdo dos orbitais 4d semipreenchidos do Pd" com os orbitais 3d
desocupados do atomo de fosforo, reforcando a ligacéo coordenada o Pd-P. Por
esta caracteristica, as fosfinas terciarias sao consideradas ligantes n-receptores
gue formam complexos metélicos cineticamente menos labeis. Além disso, as

possibilidades de modificagcbes nos substituintes da fosfina podem ocasionar
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alteracdes importantes na reatividade dos complexos em meio biolégico como o
aumento na lipofilicidade [124].

Face ao exposto, sdo propostas duas séries de compostos de Pd' com
fosfinas terciarias como ligante auxiliar: uma organometélica contendo ligante
oxima ortometalado e outra com ligante tiossemicarbazona funcionalizado.
Considerando os resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa envolvendo
a acao antitumoral de ciclopaladados de férmula geral [Pd(C2,N-aphox)(Cl)(L)],
onde aphox = acetofenonaoxima e L = ligantes tioureia, foram propostas
modificacdes estruturais neste composto protétipo (Esquema 7). A primeira
modificacdo no ligante oxima ortometalado, com a insercdo de uma porcao
ciclica alifatica ao sistema busca aumentar a cadeia carbbnica nesta porcdo da
estrutura, podendo contribuir com a interacdo do composto com possiveis sitios
hidrofébicos em biomoléculas alvo. A substituicdo de ligantes tiouréias por
fosfinas terciarias visa um aumento do impedimento estérico na posicao
coordenante, além de os substituintes com caracteristicas eletronicas diversas
poderem contribuir no reconhecimento molecular em meio biologico, sendo

capaz de aumentar a acao antiproliferativa.

Esquema 7: Planejamento estrutural da série de ciclopaladados a partir do composto
prototipo [Pd(C? N-aphox)(Cl)(L)].

R = H, CH,, F, OCH,
Fonte: Adaptado de Souza, 2019 [55].

Para a série de complexos de Pd' contendo tiossemicarbazona, foram

considerados os resultados promissores obtidos pelo nosso grupo de pesquisa
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para a série de compostos de férmula geral [PdX(PPh3)(TSC)] , onde TSC =
cinemaldeido-tiossemicarbazona, PPhs = trifenilfosfina e X = CI, I, SCN, Ns,
propdéem-se 4 modificacdes estruturais neste composto prototipo (Esquema 8):
a primeira com a substituicdo da por¢cdo cinamaldeido do ligante
tiossemicarbazona por vanilina funcionalizada com etilmorfolina, visando
melhorar a solubilidade dos complexos formados bem como a insercédo de
grupos que podem desempenhar papel farmacoférico na estrutura, como o
substituinte metoxila; a segunda modificacdo € a alteracdo no substituinte N(4)
do fragmento tiossemicarbazona pelo grupo etil, objetivando da mesma forma
avaliar a contribuicdo deste substituinte para a acdo antitumoral; na terceira
modificacdo propdem-se a substituicdo do ligante trifenilfosfina por fosfinas
terciarias com substituintes de caracteristicas eletrénicas diversas visando
contribuir para o reconhecimento molecular em meio biol6gico; para a posi¢ao
do ligante anidbnco propdem-se manter o ligante clorido para todos os compostos
da série tendo em vista que trabalhos semelhantes tem demonstrado que
modificacdes neste ligante nao interferem significativamente na agao antitumoral

de complexos de Pd".

Esquema 8: Planejamento estrutural da série de complexos de Pd" a partir do
composto protétipo [PAX(PPhs)(TSC)].

Modificagao 3:

Modificagao 2:

Cl

/

B MOdmcagao 4 ‘2 2

X=Cl, I, NCS, N,

Modificagao 1:

R =H, CH,, F, OCH,

Fonte: Adaptado de Rocha, 2019[112].
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Dessa forma, sob o presente trabalho manifesta-se a hipétese de que
compostos ciclopaladados derivados do ligante tetralonaoxima ortometalada e
complexos de Pd" contendo vanilina-etiltiossemicarbazona funcionalizada com o
grupo etilmorfolina, ambos contendo fosfinas terciérias, representam sistemas

promissores a atuacao como agentes antitumorais.

4.  Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Sintetizar, estabelecer relacdes estrutura-atividade e avaliar o potencial
antitumoral de compostos ciclopaladados derivados do ligante tetralonaoxima
ortometalada e complexos de Pd" formados por vanilina-etiltiossemicarbazona

funcionalizada com o grupo etilmorfolina.

4.1 Objetivos especificos

v Sintetizar os ligantes bases de Schiff tetralonaoxima (tetrox) e vanilina-
morfolina-etiltiossemicarbazona (L1).

v Sintetizar os compostos ciclopaladados de férmula geral [PdCI(C2,N-
tetrox)PR3], onde tetrox = E-a-tetralonaoxima, PR3 = trifenilfosfina (JC1),
tri(p-toluihfosfina  (JC2), tris(4-fluoro-fenil)fosfina  (JC3),  tris(4-
metoxifenil)fosfina (JC4).

v Sintetizar os complexos de férmula geral [PdCI(L1)PR3]CI, onde L1 =
vanilina-morfolina-etiltiossemicarbazona, PR3 = trifenilfosfina (J1), tri(p-
toluil)fosfina (J2), tris(4-fluoro-fenil)fosfina (J3), tris(4-metoxifenil)fosfina
(J4).

v Caracterizar os compostos sintetizados no estado solido por analise
elementar, espectroscopia na regiao do infravermelho (IV), difracdo de
raios-X em monocristal (DRX) e superficie de Hirshfeld (HS).
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v

Caracterizar os compostos sintetizados em solucdo pela técnica de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H, 13C{*H} e 3!P{'H}, realizando
experimentos uni e bidimensionais.

Avaliar a estabilidade em solucdo dos compostos obtidos pelo
monitoramento dos espectros de RMN H e 3'P{*H} nos tempos de 0, 24
e 48 h.

Estimar o perfil de atividade antioxidante das duas séries de compostos.
Avaliar a acdo antiproliferativa dos compostos in vitro pelo ensaio de MTT,
frente a células tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), pulméao
(A549) e prostata (DU-145).

Determinar a acao antiproliferativa dos compostos frente a uma linhagem
nao tumoral de fibroblasto de pulméo (MRC-5);

Estabelecer, a partir dos valores de concentragdo inibitéria minima (ICso)
frente as linhagens A549 e MRC-5, o indice de seletividade (Sl) para os
compostos.

Investigar a interacdo dos compostos mais ativos com o DNA a partir de
ensaios de titulagao por UV-vis, dicroismo circular (CD) e competicdo com
Hoechst — 33258.

Avaliar a interacdo dos compostos mais ativos com a proteina albumina
do soro humano (HSA) por fluorescéncia e estudos in silico.

Determinar a lipofilicidade (Log de D) da série de compostos contendo o

ligante vanilina-morfolina-etiltiossemicarbazona (L1).

Parte Experimental

Os reagentes e solventes empregados foram obtidos comercialmente em

padréo analitico (P.A), sendo desta forma utilizados sem prévia purificacdo. Na

Tabela 1 estdo dispostos o0s reagentes utilizados, bem como sua procedéncia.
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Tabela 1: Procedéncia dos reagentes e solventes utilizados.

Reagente Procedéncia Solvente Procedéncia
Cloreto de paladio(ll) Vetec Acetona Panreac
Cloreto de Litio Sigma-Aldrich DMSO-ds Sigma-Aldrich
N,N’-dimetilbenzilamina | Sigma-Aldrich Acido acético Synth
o-tetralona Sigma-Aldrich Etanol Merck
Cloridrato de Merck Acido Cloridrico Synth
hidroxilamina
Trifenilfosfina Merck
Acetato de sodio Merck
Tri(p-toluil)fosfina Merck
Tris(4-fluorofenil)fosfina Merck
Tris(4-metoxifenil)fosfina Merck
4-etiltiossemicarbazida Merck
Vanilina Merck
Cloridrato de n-(2- Merck

cloroetil)morfolina

5.1 Sintese dos compostos

5.1.1 Sintese dos Ligantes

No trabalho foram sintetizados 2 ligantes pertencentes a classe de
compostos bases de Schiff; um ligante derivado de oxima (E-a-tetralonaoxima-
tetrox) e um derivado de tiossemicarbazona (vanilina-morfolina-
etiltiossemicarbazona). O ligante tetrox foi utilizado como ligante ortometalado
na familia de compostos ciclopaladados (JC1-4). Enquanto o ligante L1 foi

utilizado para a obtenc&o da familia de complexos J1-4.

5.1.1.1 Ligante: E-a-tetralonaoxima (Tetrox)

O procedimento adotado para a obtencéo do ligante tetrox foi adaptado

da metodologia reportada por Buchanan e Dawson, seguindo o esquema de
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reacao apresentado no Esquema 9 [125]. Desta forma, partiu-se de 100 mg
(1,44 mmol) de cloridrato de hidroxilamina e 400 mg (4,88 mmol) de a-tetralona
em 2 mL de etanol sob catalise basica. A mistura resultante dos reagentes foi
mantida em agitacdo sob refluxo por 1 h. ApGs o periodo de agitacdo, sob o
sistema ainda quente, adicionou-se 25 mL de &gua destilada gelada e a solucéo
foi deixada sob refrigeragcao para precipitacdo do produto. A suspenséo final foi
filtrada e o ligante foi isolado na forma de um sdlido branco cristalino com
rendimento de 73 % (118 mg).

Apls seco a vacuo, o solido foi caracterizado pelas técnicas de
espectroscopia na regido do infravermelho e RMN 'H, apresentando solubilidade
em DMSO e etanol.

Esquema 9: Reacgéo para a sintese do ligante E-a-tetralonaoxima (tetrox).

0 N~

a
+ H,N—OH.HCI — + H,0
Refluxo, 1h

Tetralonaoxima (tetrox)

a = CH,COONa, CH;CH,OH, H,0

5.1.1.2 Ligante: Vanilina-morfolia-etiltiossemicarbazona (L1)

O ligante L1 foi obtido através de duas etapas de reacdo (Esquema 10):
Funcionalizacdo do substituinte fenol na vanilina (Esquema 10(a)) e formacéao
do grupo tiossemicarbazona (Esquema 10(b)).

A reacao para funcionalizagédo da vanilina consistiu em uma reacao de
substituicdo nucleofilica, onde o hidrogénio do grupo fenol no anel aroméatico é
substituido pelo grupo etilmorfolina. Desta forma, partiu-se de 5,0000 g (32,8
mmol) de vanilina e 4,0000 g (21,4 mmol) de cloridrato de n-(2-cloroetil)morfolina.
Os reagentes foram solubilizados em 155 mL de acetona e, a solucéo, adicionou-
se 7,0000 g (50,6 mmol) de K2COs. A suspenséao resultante foi mantida sob
agitacdo sob refluxo por 72 h. Ap6s o periodo de agitacdo e resfriamento do
sistema, o excesso de K2COs foi removido por filtragdo simples e a solucao

resultante foi rotaevaporada. O produto resultante foi solubilizado em CH2Cl2 (50
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mL) e a solucao foi submetida a sucessivas lavagens com solucdo 10 % NaOH
(100 mL), agua destilada (50 mL) e uma solucédo salmoura KCI (50 mL) para
remocado do excesso de vanilina adicionado na reacdo. O produto oleoso
resultante foi seco a vacuo e um solido amarelo ceroso foi obtido com rendimento
de 65 % (4,0000 g). Este sdlido foi caracterizado por IV e em sequéncia foi
utilizado na 22 etapa de obtencéo do ligante L1.

Esquema 10: Reacles para a sintese do ligante vanilina-morfolina-
etiltiossemicarbazona (L1).

(a) H_ _o
H. _O
+ CI\/\N/\I s o’CH3
o” K/O Refluxo, 72 h 0
OH J/
a = K,CO;, CH;COCH; (\ N
.

(b)

A
NN Refluxo, 6 h

(\N /CH3
\) ?
(0]
o

b = CH3CH,0H, HCI l'lij )

H. _O J
L
HN
oM b Ho N
o HQN_\ )‘L —_— e + H20
I +

Para a formagé&o do grupo tiossemicarbazona, partiu-se de 500 mg (1,88
mmol) do composto vanilina funcionalizado anteriormente obtido e 224 mg (1,88
mmol) de N-etiltiossemicarbazida. Primeiramente o composto vanilina foi
solubilizado em 20 mL de etanol e, a esta solugdo, o reagente N-
etiltiossemicarbazida foi adicionado na forma sélida. O meio de reacao foi
acedificado e a mistura resultante foi mantida em agitagéo sob refluxo por 6 h.
Apos resfriamento do sistema, a solugéo de reacéo foi refrigerada overnight para
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precipitacdo do produto. Um precipitado de coloragdo amarelo claro foi isolado
da solucéo por filtracdo a vacuo, apresentando um rendimento de 60 % (415,2
mg). O so6lido apresentou-se sollvel em agua e em solventes organicos polares
como etanol, metanol, acetona e DMSO.

Apls seco a vacuo, o solido foi caracterizado pelas técnicas de
espectroscopia na regidao do IV, experimentos uni e bidimensionais de RMN e

analise elementar (CHN).

5.1.2 Sintese dos Precursores metalicos

Os mondmeros ciclopaladados foram obtidos a partir da clivagem do
dimero precursor [Pd(C? N-tetrox)(u-Cl)]2 que foi obtido a partir de uma reacéo
de transciclometalacdo do dimero [Pd(C2-N-dmba)(u-Cl)]2. Ja para a obtencéo
dos complexos de Pd'" derivados de tiossemicarbazonas, utilizou-se o complexo
precursor [PdCIl2(CH3CN)2].

5.1.2.1 Precursor [Pd(C? N-tetrox)(u-ChJ2

O dimero precursor [Pd(C?,N-tetrox)(u-Cl)]2 foi obtido a partir de reacéo
de transciclometalacdo do dimero [Pd(C2-N-dmba)(u-Cl)]2, cuja metodologia foi
reportada por Ryabov, et al [126] e € representada pela reac¢do descrita no
Esquema 11. O dimero [Pd(C?-N-dmba)(u-Cl)]2 foi previamente obtido através
da reacédo entre PdCl2 e o ligante dmba (N,N-dimetilbenzilamina), conforme
metodologia ja descrita na literatura [62, 128—-130].

Esquema 11: Reac&o de transciclometalacéo do dimero [Pd(C*-N-dmba)(u-Cl)]. com
o ligante tetrox.

I
OH

s o Gl

[Pd(c2,N dmba)(p-Cl)]2 [Pd(C? N-tetrox)(u-Cl)],
b = CH,COOH, CHCI,
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Para a reacdo de transciclometalacao, solubilizou-se 135,0 mg (0,838
mmol) de tetrox em 5 mL de uma mistura 1.1 de CHCI3:CH3COOH. Esta solucéo
foi gotejada lentamente sobre uma suspensao do dimero [Pd(C2-N-dmba)(u-Cl)]2
(220,5 mg; 0,399 mmol) em 20 mL de uma mistura equivalente de
CHCI3:CH3COOH, sob agitacdo com aquecimento (55 °C). Conforme a adicéo
do ligante tetrox o meio de reacdo tornou-se soltvel, com coloracdo amarelo
esverdeada e alguns minutos apds a adicdo, observou-se a formacdo de um
sélido verde musgo. Apds o periodo de 24 h de reacao, o solido foi isolado por
filtracdo simples e lavado com uma mistura 1:1 de CHCI3:CH3COOH (15 mL)
para eliminacdo do ligante dmba remanescente no produto. Este soélido foi obtido
com 78 % (188 mg) de rendimento e, apds seco a vacuo, foi caracterizado por

espectroscopia na regiao do infravermelho.

5.1.2.2 Precursor [PdCI2(CHsCN)z]

A metodologia de sintese empregada para o precursor foi reportada
previamente por Rocha, 2019 [112]. O precursor [PdCIl2(CH3CN)2] foi obtido pela
reagdo de PdCl2 com CH3CN. 500 mg (2,81 mmol) de PdCI2 foram adicionados
na forma sélida sobre 20 mL de CH3CN a quente (50 °C). A solubilizagéo total
do sal metalico resultou em uma solucao laranja limpida que, apés resfriamento
e refrigeracdo, houve a formacdo de um sdlido microcristalino de coloracéo
laranja. Este solido foi isolado por filtracdo e, apos seco, utilizado para a sintese

dos complexos.
5.1.3 Sintese dos Complexos

5.1.3.1 Familia de compostos ciclopaladados de férmula geral [PdCI(C?,N-
tetrox)PR3].

Os compostos ciclopaladados monoméricos foram obtidos a partir de uma
reacdo de clivagem do precursor dimérico [Pd(C? N-tetrox)(u-Cl)]2, conforme
apresentado no Esquema 12. O procedimento adotado assemelha-se ao

descrito por Bozza, et al [130].
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Esquema 12: Reacdo de clivagem para a sintese dos compostos ciclopaladados de
formula geral [PdCI(C? N-tetrox)PRa].

7y, \\CIz
‘o, o s, o CH3)»,CO
Pd Pd + 2P(PhR); 222
NN\ 1h
N cl
OH
[Pd(C? N-tetrox)Cl],
R =H, CH;, F, OCH; [Pd(C? N-tetrox)P(PhR);Cl]

Desta forma, partiu-se de 50 mg (0,080 mmol) do dimero [Pd(C?N-
tetrox)(u-Cl)]2 suspensos em 5 mL de acetona. A esta suspensao foram
adicionados lentamente 5 mL de uma suspenséao do respectivo ligante fosfinico
{(3C1) trifenilfosfina [42,0 mg; 0,161 mmol]; (JC2) tri(p-toluil)fosfina [49,1 mg;
0,161 mmol]; (JC3) tris(4-fluoro-fenil)fosfina [51,0 mg; 0,161 mmol]; (JC4) tris(4-
metoxifenil)fosfina [56,9 mg; 0,161 mmol]} em acetona. Ao final da adicéo, a
suspensao inicial se converteu em uma solucédo de coloragcdo amarela. As
reacdes permaneceram em agitacdo por 1 h a temperatura ambiente. Apds o
periodo de agitacdo, as solucdes foram filtradas e, com a evaporacao lenta do
solvente, sélidos que variaram de branco amorfo (JC1) a amarelo cristalino (JC2-
4) foram isolados em rendimentos que variaram de 55 a 79 %.

Os monbmeros, apés secos, foram caracterizados pelas técnicas de
analise elementar, espectroscopia na regido do infravermelho e RMN.
Especificamente, para o composto JC3 foi possivel isolar monocristais
adequados a técnica de difracdo de raios X.

5.1.3.2 Familia de complexos de formula geral [PdCI(L1)PR3]CI

Os complexos de Pd" derivados de tiossemicarbazonas foram
sintetizados pela metodologia adaptada reportada por Rocha, F. V, et al,
representada pela reacdo do Esquema 13 [112]. Desta forma, partiu-se de uma
relacdo equimolar entre o ligante L1 (70,6 mg; 0,192 mmol), o precursor metalico
[PACI2(CHs3CN)2] (50 mg; 1,92 mmol) e o respectivo ligante fosfinico {(J1)
trifenilfosfina [50,5 mg; 0,192 mmol]; (J2) tri(p-toluil)fosfina [58,6 mg; 0,192
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mmol]; (J3) tris(4-fluoro-fenil)fosfina [60,9 mmg; 0,192 mmol]; (J4) tris(4-
metoxifenil)fosfina [67,8 mg; 0,192 mmol]}.

Esquema 13: Reacdo para a sintese dos complexos de Pd" de férmula geral
[PACI(L1)PRs]CI.

|ci
o 2 Vo
AN HNN/Pd\_‘\Q

o CHs * [PACI,(CH;CN),}* P(PhR); CH:CN _— H
ta48h
o)

H (o]
N §
o/ (N

R= H (J1) , CHs (J2), F (J3), OCHs (J4) oJ

Primeiramente o precursor metalico foi solubilizado em 5 mL de CH3CN
sob agitacdo. A esta solucao, gotejou-se 7 mL de uma suspensao contendo o
ligante L1 em CH3CN. A suspensao laranja resultante foi mantida em agitacédo a
temperatura ambiente por 24 h. ApGs este primeiro periodo de agitacéo, gotejou-
se sobre a suspensdo 5 mL de uma solucdo contendo o respectivo ligante
fosfinico em CH3CN. A suspenséo foi mantida sob agitagédo por mais 24 h.

Apés 48 h de agitacdo a temperatura ambiente, obtiveram-se solucdes
coloracdo amarelo alaranjadas. Os respectivos complexos foram recristalizados
em um sistema CHCls/pentano, resultando no isolamento de sélidos laranja com
rendimentos que variaram entre 67 a 90 %. Apds secos, os soélidos foram
caracterizados pelas técnicas de analise elementar, espectroscopia nha regiao do

infravermelho e RMN.

5.2 Caracterizagdo dos compostos
5.2.1 Analise Elementar (CHN)

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos compostos foram

mensurados em um analisador elementar — Perking Elmer 2400 série Il, na
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Central Analitica de Instrumentacdo da Universidade de S&o Paulo. EDTA,
cisteina e acetaldeido foram utilizados como compostos referéncia em cadinhos

de prata, de acordo com o teor de carbono proposto para cada amostra.
5.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho para os compostos foram coletados em um
espectrometro Perkin-Elmer 200 pertencente ao Departamento de Quimica
Analitica, Fisico-quimica e Inorganica do Instituto de Quimica — IQ/Unesp-Ar, na
faixa espectral de 4000-400 cm, utilizando o método de pastilhas de KBr. O

tratamento gréafico dos espectros foi feito no programa OriginPro 9.0 [131].

5.2.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN H e C{H} foram realizados um
espectrometro Multinuclear BRUKER, modelo avance Il HD 600, operando a
600 MHz (14,1 T) a 298 K, pertencente ao Instituto de Quimica- 1Q/Unesp-Ar.
Assim forma obtidos espectros de experimentos unidimensionais {TOCSY 1D
(Total Correlated Spectroscopy), HOMODEC-'H (Homonuclear decopling),
NOESY- !H (Nuclear Overhauser Enhancement Spectrsocopy)} e
bidimensionais {Cosy *H-'H (Homonuclear Correlation Spectroscopy), HSQC 'H-
13C{IH} (Heteronuclear Single Quantum Coherence), HMBC !H-13C{H}
(Heteronuclear Multiple Bond Coherence)}. Os espectros de RMN 3!P{1H} foram
coletados nos espectréometros Multinuclear BRUKER (IQ-Unesp/Ar) e Bruker
ARX (Universidade Federal de Séo Carlos — UFSCar), operando a 600 MHz
(14,1 T) e 400 MHz (9,4 K), respectivamente.

Os espectros foram coletados utilizando-se como solventes deuterados
dimetilsulféxido (DMSO-ds) e cloroférmio (CDCI3). O tratamento grafico dos

espectros foi realizado no software MestreNova 9.0.
5.2.4 Difragédo de raios X em monocristal (DRX)

As medidas de DRX foram coletadas em um difratdmetro XtaLAB Mini

(ROW), pertencente ao Instituto de Fisica da USP S&o Carlos. Utilizou-se
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radiacdo Ko de Mo, monocromizada por cristal de grafite, com comprimento de
onda A de 0,71073 A, a 21 °C. A resolucdo estrutural foi realizada com o
programa ShelXT, usando o Olex2 [132]. O refinamento foi feito utilizando o
pacote de refinamento do programa ShelXT, aplicando o método de minimizagéo
dos minimos quadrados [133] e a posicao dos atomos de hidrogénios foram
restringidas usando um modelo de equitacdo padrédo dos parametros ShelXT
[134]. Os arranjos supramoleculares foram analisados utilizando os programas
DIAMOND [135] e CCDC Mercury 4.0 [136].

5.2.5 Superficie de Hirshfeld (HS)

A representacao grafica da superficie de Hirshfeld dnorm €m torno da
unidade assimétrica da estrutura cristalina bem como os graficos de impresséo
digital 2-D associados foram obtidos utilizando o programa Crystal Explorer (v
3.1)[137].

5.3 Estudo da acado antitumoral dos compostos in vitro

A investigacdo quanto a ag&o antitumoral iniciou-se pela avaliagdo da
estabilidade dos compostos em solucdo no periodo de tempo aplicado aos
ensaios de atividade antiproliferativa (48 h). Constatada a estabilidade, foram
realizados os ensaios de acdo antiproliferativa frente a células tumorais e ndo
tumoral. Para os compostos que apresentaram os resultados mais promissores,
foram realizados ensaios com biomoléculas alvo (DNA/HSA). Ainda,
conjuntamente a esta etapa do trabalho, estudou-se o comportamento

antioxidante dos compostos frente ao radical DPPH.

5.3.1 Estudo da estabilidade dos complexos em solucéo

O solvente dimetilsulféxido (DMSQO) é aplicado como co-solvente nos
ensaios de acao antiproliferativa, tendo em vista a baixa solubilidade de
compostos em agua. Desta forma, foi avaliada a estabilidade dos compostos em
DMSO com o monitoramento dos espectros de RMN 'H e 3'P{*H} coletados nos
tempos de 0, 24 e 48 h, a temperatura ambiente.
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5.3.2 Ensaio de atividade antioxidante (DPPH)

Para o experimento foi utilizada uma metodologia adaptada de Ozdemir,
2020 [138]. Desta forma, para a avaliacdo do potencial antioxidante dos
compostos, foi preparada uma solucdo estoque do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazina) na concentracdo de 3x10* M. Solucdes estoque dos compostos
foram preparadas em dimetilsulféxido com concentracdo de 10.000 pg/mL e,
posteriormente foram realizadas diluicbes seriadas em metanol, na faixa de
concentracéo de 400 a 3,12 pg/mL, mantendo a concentracdo de DMSO menor
do que 4 %. Aos eppendorfs contendo os compostos diluidos, foram adicionados
500 pL da solucéo estoque de DPPH, resultando em um volume total de 1 mL.
Os ensaios permaneceram incubados em auséncia de luz por 30 min.

Apo6s o periodo de incubagdo, as absorbancias das amostras foram
coletadas no espectrometro Thermo Scientific UV-visivel, modeli Evolution Array
(Instituto de Quimica-1Q/Unesp-Ar) com monitoramento da banda do DPPH em
517 nm, utilizando cubeta com caminho éptico de 1 cm. Para determinar a
porcentagem de inibicdo do radical DPPH frente aos compostos, o controle
negativo (radical DPPH livre) foi considerado como 100 %da atividade do radical.
Como controle positivo foi utilizado o &cido ascérbico. As porcentagens de
inibicdo do radical DPPH foram calculadas segundo a Eqg.1 abaixo, onde Ao
representa a absorcao do controle, Al a absor¢cao da amostra e A2 a absorcéo
da amostra na auséncia do radical DPPH. Os ensaios foram realizados em
triplicata e os dados tratados no software Origin 9.0.

Eqg.1 DPPH. scavenging rate (%) = M x 100

0

5.3.3 Ensaios de viabilidade celular (MTT)

As linhagens tumorais utilizadas foram obtidas pelo ATCC (American
Type Culture Collection) e BCRJ (Banc de células do Rio de Janeiro). As
linhagens celulares MCF-7 (cancer de mama), A549 (adenocarcinoma pulmonar
humano), MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario humano), DU-145 (cancer
de prostata) e MRC-5 (fibroblasto priméario ndo tumoral humano) foram cultivadas

em meio DMEM (Vitrocell®). O meio foi enriquecido com 10 % de soro fetal
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bovino inativado pelo calor (Gibco®, USA), suplementado com 50 mg/L de sulfato
de gentamicina e 2 mg/L de anfotericina B (Sigma Aldrich), em condicfes de
humidade de 95 % de ar e 5 % de COg, a 37 °C. As células foram tripsinizadas
utilizando tripsina a 0,01 % em EDTA 1 mM (Gibco®, USA). As células viaveis
aderidas foram contadas aplicando o método de exclusdo do corante azul de
Trypan (0,04 %). Apés a etapa de cultura, as células foram tratadas com os
compostos em concentracdes na faixa de 1,0 a 100 uM, por 48 h.

Para a realizacdo dos ensaios foram preparadas solugbes estoque dos
compostos dissolvidos em DMSO de alta pureza a 1 mM. Aliquotas destas
solucdes foram diluidas no meio de cultura para obtencao da concentracao final
do ensaio. A concentracéo final de DMSO foi mantida abaixo de 1 %, sendo que
nesta faixa ndo é observada atividade citotoxica deste solvente.

Assim, a acao antiproliferativa dos compostos foi determinada utilizando
o método colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol) [139]. Foram semeadas 1,0 x10* células por poco, em microplacas
de 96 pocos (Kasvi), e foram incubadas para adeséo por 24 h. Em sequéncia as
células foram tratadas com diferentes concentra¢des dos compostos por 48 h e
0s experimentos foram realizados em triplicata. Apds a solucdo de MTT (100 uM,
1 mg/mL) foi adicionada a cada poco e foi submetido um novo periodo de
incubacgéo de 4 h. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 100
UL de isopropanol. A densidade Optica foi medida a 540 nm em um leitor de
microplacas Bio Tek Epoch. Os valores de concentracao inibitoria minima (ICso)
foram obtidos a partir da andlise das curvas de viabilidade celular utilizando o

software grafico Prisma 5.
5.3.4 Estudos de interagcdo com o DNA

A interacao dos compostos promissores com 0 DNA foi investigada a partir
dos experimentos de titulacdo espectrométrica por UV-vis, dicroismo circular
(CD) e ensaio de competicdo com o Hoechst-33258. Todos os ensaios foram
realizados nos equipamentos do laboratério multiusuarios pertencentes ao

Instituto de Quimica-IQ/Unesp Araraquara.
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5.3.4.1 Titulacao espectrométrica por UV-vis

A metodologia empregada para os ensaios foi adaptada de Hajibabaei, et
al, 2019 e Villarreal, et al, 2017 [140,141]. Primeiramente foi preparada uma
solucéo estoque de ct-DNA em tampéo Tris-HCI (5 mM Tris HCI e 50 mM de
NacCl, pH 7,4). A pureza da solugéo de ct-DNA preparada foi avaliada pela razéo
entre as bandas de absor¢cdo em 260 e 280 nm, sendo que razdes na faixa de
1,8-1,9 correspondem com uma solucdo de DNA livre de proteinas. Assim, a
concentracdo de DNA foi determinada pelo coeficiente de absortividade molar
na banda de 260 nm (€ = 6600 L/mol.cm).

As titulagGes foram realizadas em cubetas de quartzo de 3,5 mL, onde foi
mantida a relacdo solucdo tampdo Tris-HCI / 2 % DMSO a 25 °C e a
concentracdo dos compostos foi fixada em 20 uM. Os espectros de absorcéo
foram coletados com a adicdo de quantidades crescentes de ct-DNA, na faixa de
0 a 60 uM. A solucéo de ct-DNA foi constantemente adicionada tanto na solugéo
dos compostos quanto no branco. A forca de interacdo composto-DNA foi
mensurada e avaliada com a aplicacéo da equacao de Benesi-Hildebrand (Eq.2),
onde A e Ao representam as absor¢des da solugcéo dos compostos na presenca
e na auséncia de ct-DNA, os coeficientes €c e €1.c se referem aos coeficientes
de absortividade molar do composto livre e da solucdo composto/ct-DNA. A
constante Ko foi calculada pela relagéo entre os coeficientes linear e angular da
curva Ao/(A-Ao) por 1/[DNA], utilizando o software Origin 9.0. A variacdo de

energia livre para a interacdo (AG) foi calculada pela equagao van’t Hoff (Eq.3).

Ap _ G £G 1

Eq.2

= + X
A-Ap tg-c—€c €H-G—&c Kp[DNA]
Eq.3 AG = —RTInK
5.3.4.2 Dicroismo circular (CD)

Os espectros de CD foram obtidos na regido entre 235 a 320 nm, em um
espectropolarimetro JASCO (J-815), com acumulo de 5 scans, no modo de
varredura continua (100 nm/min), a 25 °C. A concentracdo da solugdo de DNA
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em solucdo tampéao Tris-HCI (5 mM, Tris HCl e 50 mM de NacCl, pH 7,4) foi fixada
em 50 pM. As solucbes dos compostos foram recém preparadas em DMSO (1
mM). As adi¢des da solucdo de DNA foram feitas de modo a se obter uma razao
composto/DNA de 0 a 0,4, mantendo uma porcentagem de DMSO menor do que
2 %. As amostras de DNA puro e composto-DNA forma incubadas por 24 h a 37
°C e, apoés este periodo, os espectros foram coletados. Os espectros foram

tratados no software Origin 9.0.

5.3.4.3 Ensaio de competicdo com Hoechst — 33258

Para a realizagdo dos ensaios de competicdo utilizou-se um
espectropolarimetro JASCO (J-815), na regido de 358 a 660 nm, em
comprimento de excitacdo de 338 nm, 5,0 nm de largura de banda, a 25 °C. A
concentracdo de ct-DNA foi fixada em 60 uM e do Hoechst — 33258 foi fixada em
6,0 uUM. As solucdes recém preparadas dos compostos em DMSO (2 mM), foram
adicionadas a solucdo DNA-Hoechst-33258 de modo a obtencéo de
concentracfes na faixa de 0 a 60 pM (uma relacdo molar de 0 para 1
composto/DNA), mantendo uma porcentagem de DMSO menor do que 3 %. Os
espectros de fluorescéncia foram obtidos apds 5 minutos entre cada adi¢do. A
interacdo composto-DNA foi na regido do sulco menor do DNA foi mensurada
aplicando a equacédo de Stern-Volmer (Eq.4). Nesta equacdo, Fo e F
representam a intensidade de fluorescéncia da solucédo do aduto Hoechst-DNA
apos e antes da adicdo da solucdo do composto, respectivamente. O Ksy se
refere a constante de supressdo de Stern-Volmer e [Q] a concentracdo do
composto (supressor). O valor da constante pode ser obtido pela inclinacdo da
curva linerar do gréfico de Fo/F por [Q]. Os espectros foram tratados no software
Origin 9.0.

Eq.4 Fo/F =1+K,[Q]
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5.3.5 Estudos de interagcdo com Albumina do soro humano (HSA)

Uma solucédo estoque de HSA foi preparada em solucéo tampéao Tris-HCI
(1,0 x10% M, pH 7,4) e foi diluida a 1,0 x10® M. Os residuos de triptofano da
HSA, cuja emissdo ocorre em 351 nm, foram monitorados pelas diferencas nas
intensidades de fluorescéncia apés a adicdo do supressor (composto JC3) na
faixa de concentracdo de 0 a 7,0 x10® M. Os espectros de emissdo foram
coletados em um espectropolarimetro Jasco (J-815), utilizando um acessorio de
fluorescéncia com comprimento de onda de excitacdo de 280 nm. As amostras
foram homogeneizadas por 5 minutos a 25 °C. A constante de supressao de
Stern-Volmer (Ksv) a 298 K e 310 K foi calculada pela Eq. 5, enquanto os valores
da constante de interacdo (Kp) e do nimero de sitios (n) foram obtidos pela
equacdao de Stern-Volmer modificada (Eg. 6). Nas equacdes, Fo e F representam
as intensidades de fluorescéncia do fluoréforo na auséncia e na presenca do
supressor; Kq € a constante bimolecular do supressor; 1 representa a vida util
média da biomolécula na auséncia do supressor (102 s); [Q] é a concentracéo
do supressor; Ksv € constante de Stern-Volmer; Ko € a constante de interacdo; n
representa o niumero de classes de sitios de ligacdo. Os espectros foram
analisados e tratados utilizando o programa Origin 9.0.

Eq.5 -2 =1+Kg1o[Q] = 1+ Ksy[Q]

Fo-F

Eq. 6 log—— = logK}, + nlog[Q]

A metodologia computacional para o docking molecular na HSA foi
adaptada de Cunha, G. A; et al [62]. A estrutura cristalina da Albumina do Soro
Humano (HSA) com a warfarina co-cristalizada (3,05 A de resolucéo) foi obtida
pelo Protein Data Bank (PDB ID: 2BDX) sendo utilizada como base para os
estudos de modelagem. A validacdo dos parametros para o docking foi realizada
por redocking da warfarina, utilizando o software CCDC GOLD 5.2 (v. 5.2). O
sitio de ligac&o da warfarina cristalizada foi definido como referéncia e como local
de ligacéo para avaliacdo de docking. O desvio da raiz quadrada média (RMSD)
do melhor resultado obtido para o calculo de redocking em relacdo a posicéo
original da warfarina cristalizada e a capacidade do método de reproduzir as
interacOes originais foram analisadas pelo Discovery Studio Visualizer (DSV /
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v17.2.0). Concomitantemente, a estrutura molecular do ciclopaladado JC3 foi
otimizada pelo método PM7 com o MOPAC (v 2016). Por fim, foi realizado o
docking molecular rigido da estrutura de JC3 minimizada no local de ligacdo da
warfarina na HSA, utilizando as condi¢cdes otimizadas para o método. As
interagbes com a HSA dos resultados de maior pontuagédo foram avaliadas no
Discovery Studio Visualizer (DSV / v17.2.0).

5.3.6 Avaliagcdo da Lipofilicidade dos compostos: determinagdo do

coeficiente de distribuicéo (log D).

Primeiramente foi preparada uma mistura 1:1 de n-octanol e de uma
solucéo tampao Tris-HCI (5 mM, Tris HCl e 50 mM de NaCl, pH 7,4), a qual foi
mantida sob refrigeracdo por 24 h. Essa primeira etapa foi realizada visando
obter o solvente n-octanol saturado em agua e, ao mesmo tempo, uma solugao
tampdao saturada em n-octanol, sendo os solventes dessa mistura utilizados nos
posteriores experimentos. Apos foram medidas a absorcdo de solugdes dos
compostos L1 e J1, em diferentes concentracdes em n-octanol a fim de avaliar
a relacéo de linearidade das absor¢coes com as concentracdes. O experimento
para a determinacdo do coeficiente de particdo (log D) baseou-se no método
“Shake-flash”, o qual foi realizado em triplicata. Em cada eppendorf foram
adicionados 200 pL de uma solucdo do composto em estudo [L1 (8,43 x10* M);
J1 (2,22 x10* M)] em n-octanol e 800 pL de solucdo tampdo Tris-HCI. As
suspensdes foram mantidas em agitacdo shaker por 24 h. Apoés, foram
adicionados 1000 pL de n-octanol e a fase organica dos experimentos foram
analisadas por UV-vis. A partir da absorcao foram obtidas as concentracdes na
fase organica e, por diferenca da concentracao inicial, foi determinada a
concentracdo dos compostos na fase aquosa. As concentracdes obtidas foram
utilizadas na Eq. 7 para a determinacdo dos coeficientes de distribuicao (log D)
[142]. Nesta equagéo, [conc.]oct € [cONc.]agua representam as concentracoes dos
compostos nas fases organica e aquosa, respectivamente e Vagua € Voct SA0 0S

volumes de n-octanol e solugéao tampéao Tris-HCI utilizados nos experimentos.
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Eq. 7 logD = log ([[Conc.]oct N Végua)

Conc-]égua Voct
6. Resultados e Discussao

6.1 Sintese e caracterizacdo da familia de compostos ciclopaladados de
férmula geral [PdCI(C?,N-tetrox)PRs3]

Ciclopaladados sdo comumente obtidos pela promocdo de reacdo de
ciclometalacdo, sendo estd empregada desde a descoberta destes compostos
[143]. Esta estratégia sintética € considerada pouco onerosa e permite a
modulacdo de propriedades eletrénicas e estéricas do ciclopaladado proposto,
principalmente pela selecéo dos ligantes que irdo compor o arcabouco molecular
[60].

Considerando a reacdo de ciclometalagdo aplicada a formacao de
ciclopaladados do tipo CY, tem-se a reacdo entre um precursor metalico de
paladio (Li2PdCls ou PdCl2) e um ligante aniénico C-doador contendo um
heteroatomo [60]. O mecanismo proposto para esta rea¢do, considerando
aspectos cinéticos, envolve primeiramente a coordenacdo do heteroatomo ()
ao centro metalico, que promovera a ativacao da ligacdo C-H, formacdo da
ligacdo Pd-C por substituicdo eletrofilica e abstracdo do hidrogénio pela base
presente no meio [144,145].

Segundo a representacdo do mecanismo proposto apresentado na Figura
23, a coordenacdo do heteroatomo ao centro metalico origina uma espécie
intermediaria, denominado complexo =, que arranja e posiciona de forma
favoravel a ligacdo C-H. A substituicao eletrofilica aromatica promove a formacéao
do intermediario arénio (Complexo &) que, pelo enfraquecimento da ligagdo Csp?-
H, sofre abstragdo do hidrogénio pela base presente no meio, resultando na

formacéo do ciclopaladado [60].
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Figura 23: Mecanismo proposto para a formacdo de compostos ciclopaladados
mediado pela ativacéo da ligacdo C-H aromética.

/ / dez // ; pd\sz //R

-Y-CH |
Complexo Y N

Y
@/\/\\\H\Pd Xg Pd X2

R

Complexo = Intermediario arénio Composto Ciclopaladado

(Complexo o)

Fonte: Adaptado de Dupont, 2008 [60].

Como pode-se constatar pela descricdo da reacao de ciclometalacao, a
natureza do heterodtomo, bem como a caracteristica nucleofilica do 4tomo de
carbono da ligacdo C-H a ser ativada, influem diretamente na obtencdo do
ciclopaladado [60]. Recorrentemente em reacdes de ciclometalacdo para a
obtencdo de ciclopaladados do tipo CY sao empregados ligantes que
apresentem um heteroatomo coordenante com propriedades basicas e doadoras
favoraveis, além de se considerar a distancia entre o heteroatomo e a ligacéo C-
H gue determinara o tamanho do anel metalociclo formado (os mais comuns e
estaveis sao os de 5 e 6 membros) [60]. Levando-se em consideracdo estas
caracteristicas, benzilaminas como a N,N-dimetilbenzilamina (dmba) tém sido
amplamente aplicadas como ligante ortometalado na sintese de ciclopaladados
[127-129,143].

A transciclometalacdo se designa a reacdo de troca de ligantes
ortometalados na esfera de coordenacéo. Para isso, ocorre a quebra de uma
ligacdo Pd-C e a formacédo de uma nova ligagdo Pd-C. Segundo estudos
cinéticos, primeiramente neste processo ocorre a dissociacdo da ligagéo entre o
paladio e o heteroatomo, o que torna a ligacdo Pd-C mais suscetivel a quebra,
seguido da formacao de um sal de paladio que ira coordenar-se ao novo ligante
[60].
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Ciclopaladados diméricos contendo dmba ortometalado sdo comumente
empregados como precursores para a sintese de outros ciclopaladados por meio
da promocéo de reacfes de transciclometalacdo [130,146]. Isto se deve, além
do favorecimento da ortometalacdo na reacgéo de ciclometalacao, a propriedade
basica do &tomo de nitrogénio coordenado.

A metodologia para a transciclometalacio do dmba foi proposta
primeiramente por Ryabov et al. 1992. Segundo esta metodologia, o rompimento
da ligacdo Pd-N ocorre pela protonacdo do nitrogénio coordenado pelo meio
acido da reacdo, o que impede a recoordenacdo do heteroatomo ao centro
metalico, seguido da aciddlise da ligacdo Pd-C, formacdo do sal metélico e
ortometalacdo do novo ligante [126]. Considerando o caminho desta reacéo, o
novo ligante ortometalado deve ser menos basico em compara¢éo ao dmba para
que se previna a protonacdo do novo heteroatomo, o que impediria a sua
coordenacao ao centro metélico [60].

Iminas do tipo oximas apresentam nitrogénio menos basico em
comparacdo ao nitrogénio aminico do dmba (pKa {(CHs)sN} = 9,80; pKa
{CsH1oNH} = 9,2)[126]. Desta forma, o dimero precursor contendo E-a-
tetralonaoxima (tetrox) utilizado no trabalho pode ser obtido a partir da reacao de
transciclometalacédo do dimero contendo dmba. A sintese do dimero [Pd(C?,N-
tetrox)(u-Cl)]2 utilizando esta estratégia sintética ja havia sido reportada na
literatura, porém partindo-se do ligante tetrox comercial [147,148].

O ligante tetrox, por se tratar de uma oxima, pode ser facilmente obtido
pela reacdo de adicdo de hidroxilamina ao composto carbonilado [149]. A
depender dos substituintes na ligacdo C=N do composto oxima, dois isdbmeros
(E e Z) podem ser obtidos, cuja classificacao se baseia na regra de Cahn-Ingold-
Prelog. No isbmero E (anti) o grupo OH encontra-se oposto ao grupo de maior
classificacdo, enquanto que para o isbmero Z (sin) o grupo OH encontra-se
coincidente ao grupo de maior classificagao, conforme representado na Figura
24 [149]. Considerando a reacdo de transciclometalacdo e a formacao do
metalociclo, o ligante tetrox necessariamente foi obtido na isomeria E (anti), uma
vez que no isdbmero Z (sin) o posicionamento do grupo OH impediria

estericamente a ativacdo da ligagcdo C-H aromatica (vide Figura 24). Por esta
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razdo utilizou-se a metodologia proposta por Buchanan et al, 1978 em que o
composto tetrox é obtido exclusivamente na isomeria E [125].

Figura 24: Representacéo da isomeria Z (sin) e E (anti) para compostos oximas (R*
representa o substituinte de maior prioridade segundo a regra Cahn-Ingold-Prelog) e
para o ligante a-tetralonaoxima.

R? R? OH
\ \ /
C= N\ C=N
R’ OH R?
Z (sin) E (anti)
HO_ OH
N -~
Z (sin) E (anti)

Fonte: Adaptado de Milios, 2006 [72]

Dimeros ciclopaladados com pontes de haletos, como é o caso do dimero
[Pd(C?,N-tetrox)(u-Cl)]2, sdo compostos bastante reativos em funcdo da natureza
da ligacdo coordenada bifurcada dos ligantes clorido, além de apresentarem
baixissima solubilidade em agua ou solventes organicos [147,149]. Por estas
propriedades, a reacdo de clivagem destes dimeros por ligantes monodentados,
como ligantes fosfinicos, conduz a formacdo de mondmeros estaveis que
apresentam maior solubilidade em solventes organicos como DMSO, DMF e
metanol [130]. A distingéo na solubilidade entre dimero e monémeros € utilizada
como indicativo da efetividade da reacdo de clivagem, além de tornar as
espécies monomeéricas mais adequadas a investigacéo bioldgica de compostos
ciclopaladados, cujos ensaios em sua grande maioria sdo realizados em meio
aguoso [55,150].

A reacdo de clivagem pode ser considerada uma reagcao de substituicéo
de ligantes, onde um dos ligantes clorido no dimero é substituido pelo ligante
monodentado. Nesta condicdo, existe a possibilidade de formacdo de 2
isdmeros, a depender do ligante clorido substituido; trans a ligagdo Pd-C ou trans
a ligagédo Pd-N. Considerando o maior efeito trans direcionador do atomo de
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carbono coordenado, o que se esperaria é que o ligante clorido trans a ligacao
Pd-C seria o mais labil, levando a formacdo de mondmeros onde o ligante
monodentado (L) se coordenaria em posicéo trans ao atomo de carbono. Porém,
0 estudo estrutural de espécies monoméricas ja reportados demonstram a
formacao majoritaria de monémeros com o ligante monodentado em posic¢ao cis
ao atomo de carbono [55,130,150]. A fim de justificar as evidéncias
experimentais, estudos mecanisticos para esta reacao levaram a proposi¢cao do
mecanismo para reacdes de clivagem de dimeros ciclopaladados com ligante
ortometalado C,N-doador, apresentado na Figura 25 [150].

Figura 25: Representagdo do mecanismo proposto para a reacdo de clivagem de
dimeros com pontes de halogénio e ligante ortometalado C,N-doador.
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Fonte: Adaptado de Black, 1994 [150].
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Geralmente a reacdo de substituicio em complexos de Pd" ocorre via
mecanismo associativo, com a formacdo de uma espécie intermediaria
pentacoordenada pela adicdo do ligante catalitico (L) ao complexo
tetracoordenado [150]. A partir da formacdo desta espécie, duas vias sao
propostas para a geracdo do isdbmero majoritario, ndo sendo possivel a distin¢cao
entre elas. Ambas as vias envolvem rearranjos na esfera de coordenacéo,
considerando a minimizacdo de efeitos estéricos entre os ligantes, a fim de
propiciar a eliminacdo do ligante catalitico em posi¢do axial e a formacao do
isdmero com o ligante monodentado em posicao trans a ligacao Pd-N (produto
termodinamico) [150].

A baixa solubilidade apresentada pelo dimero [Pd(C2 N-tetrox)(u-Cl)]z
impossibilitou o estudo estrutural deste composto em solucéo, sendo analisado
apenas por técnicas no estado solido como espectroscopia na regido do
infravermelho e analise elementar. Os respectivos monémeros, com formula
geral [PdCI(C?,N-tetrox)PR3CI], oriundos da reagéo de clivagem do dimero com
as fosfinas terciarias, apresentaram-se sollveis em solventes organicos como
dimetilsulféxido, acetona e dimetilformamida, o que propiciou o estudo destes
compostos tanto em solu¢do quanto no estado sélido. Desta forma, o estudo
estrutural dos mondmeros validaram indiretamente a obtencdo do dimero
[Pd(C? N-tetrox)(u-Cl)]2.

Na Tabela 2 sdo apresentados os rendimentos e o aspecto fisico do
ligante tetrox, do dimero [Pd(C?,N-tetrox)(u-Cl)]2 e dos respectivos monémeros
com formula geral [PdCI(C?,N-tetrox)PRs3] sintetizados. O rendimento obtido para
o dimero (78 %) foi menor em comparac¢ao ao rendimento obtido por Nielson, A.
J, 1981 (91 %) para o mesmo dimero [148]. Porém, no trabalho citado, o dimero
foi obtido por meio de reacéo de ciclometalacdo enquanto, no presente trabalho,
a obtencéo foi por meio de transciclometalacao, o que pode justificar a diferenca
observada entre os rendimentos.

Ainda analisando-se o rendimento do dimero e os rendimentos de
dimeros obtidos por transciclometalacdo de outras oximas, como
benzaldeidooxima (81 %) e acetofenonaoxima (92 %), reportados por Ryabov,

A. D.; etal, 1992, pode-se observar uma tendéncia a menores rendimentos para
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dimeros derivados de cetoximas em relacdo aos derivados de aldoximas [126].
Além dos rendimentos menores, a transciclometalacdo de cetoximas necessita
de um tempo maior de reacdo quando comparado as aldoximas
(benzaldeidooxima (20 h); tetralonaoxima (24 h); acetofenonaoxima (2 h))
[126,147]. Esta condicdo pode relacionar-se a um possivel efeito de
impedimento estérico que grupos alquila podem causar sobre o nitrogénio
iminico da oxima, dificultando a coordenacédo do heteroatomo ao paladio, o que

representa a etapa decisiva na cinética da ciclometalacéo [60].

Tabela 2: Dados fisicos e rendimentos dos compostos obtidos na familia de
ciclopaladados.

Composto Coloracéo do so6lido  Rendimento % (mg)
Tetrox C10H11NO Branco cristalino 73 (118)
Dimero [Pd(C? N-tetrox)(u-Cl)]2 Verde musgo 78 (188)
JC1 [PACI(C? N-tetrox)PPhs] Branco acinzentado 64 (58,4)
JC2 [PACI(C?,N-tetrox)P(PhCHz)3] Amarelo 46 (44,7)
JC3 [PACI(C? N-tetrox)P(PhF)] Amarelo 79 (79,0)
JC4 [PACI(C? N-tetrox)P(PhOCHS3)s] Amarelo 55 (35,1)

Com relacdo aos rendimentos obtidos para os mondmeros, observa-se
que as fosfinas com substituintes volumosos como metil (JC2) e metdxi (JC4),
apresentaram os menores rendimentos, 64 % e 55 %, respectivamente. Esta
condicdo também foi observada por Bozza, et al, 2019, em mondmeros contendo
0os mesmos ligantes fosfinicos e acetofenonaoxima ortometalada, onde os
compostos contendo tri(p-toluil)fosfina e tris(4-metoxifenil)fosfina foram obtidos
com os menores rendimentos da série, 66 % e 62 %, respectivamente [130].
Substituintes volumosos aumentam o angulo de cone no ligante fosfinico,
tornando o atomo de fosforo menos disponivel para a coordenagdo ao centro
metalico, o que explicaria os rendimentos de reag&o mais baixos [151].

Os dados de analise elementar obtidos experimentalmente, bem como os
valores calculados para o dimero e os monémeros sdo apresentados na Tabela
3. Conforme pode-se observar, os teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio
adquiridos experimentalmente concordam com os valores calculados a partir da

férmula minima proposta para os compostos, as quais as diferengas entre os
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valores foram menores do que 1 %. Nielson, 1981 reportou a sintese do
mondémero JC1, onde os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio
encontrados, igualmente ao obtido no presente trabalho, apresentaram
diferencas entre os valores calculados e experimentais menores do que 1 %
(58,4 (59,6) %C; 4,5 (4,5) %H; 2,4 (2,4) %N) [148]. Frente a isso, 0 resultado

apresentado demonstra a obtencdo dos compostos em elevado grau de pureza.

Tabela 3: Dados de analise elementar para o dimero e monémeros.

Composto % C (cal.) % H (cal.) % N (cal.)

Dimero [Pd(C? N-tetrox)(p-Cl)]2 39,73(39,76) 3,02 (3,34) 4,62 (4,64)
JC1 [PACI(C? N-tetrox)PPhs] 59,35 (59,59) 4,29 (4,47) 2,54 (2,48)
JC2 [PACI(C? N-tetrox)P(PhCHa)s] | 60,84 (61,40) 4,94 (5,15) 2,34 (2,31)
JC3 [PACI(C?,N-tetrox)P(PhF)s] 55,03 (54,39) 3,68 (3,59) 2,32 (2,27)
JC4 | [PACI(C?N-tetrox)P(PhOCHa)s] | 54,56 (55,37) 4,64 (4,95) 2,18 (2,08)

6.1.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (IV) para os
ciclopaladados de féormula geral [PdCI(C?,N-tetrox)PR3]

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho é amplamente
utilizada para a analise preliminar no estado sélido de compostos inorganicos
por fornecer informac@es estruturais importantes de forma acessivel. A partir da
observacdo e investigacdo de alteragcbes em bandas referentes a modos
vibracionais de grupos funcionais chave a coordenacao dos ligantes ao centro
metélico, pode-se ter um indicativo da formacao efetiva do complexo metalico.
Em especial para dimeros contendo ligantes oxima ortometaladas, o0s
estiramentos que se referem aos grupos C=N, N-O e OH séo destacados como
0S mais importantes, uma vez que a coordenacao quelata destes ligantes ocorre
pelo nitrogénio iminico [126]. Desta forma, na Figura 26 s&o apresentados o0s
espectros obtidos para o ligante tetrox livre e para o dimero [Pd(C?2,N-tetrox)(p-
Cl)]2, destacando as regides das bandas que se referem aos principais grupos

funcionais.
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Figura 26: Espectros de infravermelho obtidos para o ligante tetrox e para o dimero
[Pd(C?2,N-tetrox)(u-Cl)]2
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A banda alargada na regido de 3447 cm™ no espectro do ligante tetrox
livre, referente ao estiramento vOH, é deslocada para menores comprimentos de
onda no espectro do dimero [147,152]. O aumento na frequéncia de vibracéo
esta de acordo com o encurtamento desta ligagdo em funcéo da alteracdo no
grupo oxima pela quelacéo ao centro metélico. Ainda o alargamento nesta banda
pode relacionar-se a presenca de possiveis ligacdes de hidrogénio tanto na
estrutura do ligante tetrox livre, quanto no dimero. As porcles alifaticas e
aromatica do ligante tetrox foram identificadas pela presenca de bandas
caracteristicas nas regides de 3062 cm, 2935 cm, 765 cm?, que se referem
aos modos vibracionais vCHaromatico, VCHaicano € YCH, respectivamente [152]. O
aparecimento destas bandas deslocadas no espectro do dimero evidencia a
presenca do ligante oxima ortometalado na estrutura do ciclopaladado. Além
disso, observa-se o surgimento de 3 bandas nas regides de 771 cm?, 741 cm™*
e 571 cm! relacionadas a um sistema aromatico trissubstituido, concordando

com a proposta de ortometalacdo [148].
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O estiramento vNO sofreu um deslocamento para maiores nameros de
onda do ligante tetrox livre para o dimero (diferenca de 90 cm?). O valor desta
banda para o dimero esta de acordo com o valor encontrado por Nielson, 1981
(1055 cm™) [148]. A banda na regido de 1639 cm™ no espectro do ligante tetrox
livre, que se refere ao estiramento vC=N, é deslocada para menores
comprimentos de onda no espectro do dimero (1631 cm™). A coordenacéo do
nitrogénio iminico do grupo oxima ocasiona um encurtamento da ligacdo C=N, o
gue resulta em um aumento na frequéncia de vibracdo da ligagéo, deslocando a
respectiva banda para menores comprimentos de onda. Em contra partida, o
deslocamento da densidade eletrénica em direcdo ao nitrogénio iminico alonga
a ligacdo N-O, diminuindo a frequéncia de vibracdo e consequentemente
deslocando a banda para maiores numeros de onda [153,154] . Estas
observacbes evidenciam a possivel coordenacdo o-doadora/n aceptora do
atomo de nitrogénio ao paladio [55,130].

Quanto aos espectros obtidos para os monémeros, foram caracterizadas
as principais bandas relacionadas aos grupos modificados pela ortometalacéo e
bandas que demonstram a presenca dos ligantes fosfinicos nas estruturas.
Desta forma, na Figura 27 sdo apresentados 0s espectros sobrepostos para 0s
compostos JC1, JC2, JC3 e JC4. Na Tabela 4 estédo dispostos os valores de
comprimento de onda dos principais grupos caracterizados para o ligante tetrox

livre, para o dimero e para os monémeros.
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Figura 27: Espectros de infravermelho para os mondmeros de formula geral
[PACI(C? N-tetrox)PR3].
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Tabela 4: Principais bandas caracterizadas nos espectros de IV para o ligante tetrox,
dimero [Pd(C2,N-tetrox)(u-Cl)]2 e monémeros de férmula geral [PdCI(C?N-

tetrox)PR3).
Atribuicéo cm

Tetrox Dimero JC1 JC2 JC3 JC4
vOH 3447 F 3387 3436 m 3438 m 3410 m 3434 m
“CH 3062 f/ 3044 1/ 3133f/ 3173 f/ 3174 1/ 3163 f/

2935 f 2931 f 2929 f 2922 f 2953 f 2930 f
vC=N 1639 m 1631 f 1555 m 1598 m 1590 F 1593 F
vNO 965 m 1055 f 1056 f 1058 f 1055 f 1058 f
vC=C 1485 f 1458 m 1481 F 1496 m 1494 F 1496 F
vP-C ** ** 1095 F 1097 F 1094 F 1099 F

771 m/
yC-H 765 m 741 m/ 758 m 765 m 773 m 768 m
571 f

Intensidade relativa das bandas: forte (F); fraca (f); média (m).
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** = Banda nao observada.

A banda que se refere ao estiramento da ligacdo OH sofreu uma
diminuicdo em sua frequéncia de vibracdo e um consequente deslocamento para
maiores numeros de onda, no espectro dos monémeros. Esta condicdo pode
estar associada a possivel ocorréncia de uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre o grupo OH e o ligante clorido nos complexos, comumente
observada na estrutura de ciclopaladados derivados de oximas [55,130]. O grupo
OH, funciona como grupo doador de hidrogénio na referida interacéo, podendo
ocasionar um alongamento da ligacao O-H.

A coordenacgdo do atomo de nitrogénio iminico, conforme observado no
espectro IV do dimero, desloca a banda vC=N para menores comprimentos de
onda. A ligacdo C=N, considerando o mecanismo de reagcdo proposto para a
reacao de clivagem (vide Figura 25), sofre influéncia direta da coordenacéo em
posicdo trans do atomo de fésforo dos ligantes fosfinicos na estrutura dos
mondmeros. Este efeito pdde ser observado pelo deslocamento da banda vC=N
ainda mais acentuado para menores comprimentos de onda, podendo estar
relacionado ao forte efeito trans direcionador do 4&tomo de fosforo coordenado
[130,153-156]. Juntamente a esta evidéncia, observa-se o surgimento de uma
banda intensa na regiéo entre 1094 e 1099 cm* nos espectros dos mondmeros,
sendo esta banda atribuida ao estiramento da ligacdo P-C. Estes resultados
sugerem a presenca dos ligantes fosfinicos na estrutura dos mondmeros,
conforme proposto pela reacao de clivagem.

As demais bandas atribuidas aos modos vibracionais vCH, vNO, vC=C e
yCH foram observadas igualmente nos espectros dos mondmeros, com
deslocamentos semelhantes aos observados no espectro do dimero. Em fungéo
destes grupos pertencerem ao ligante tetrox, pode-se sugerir que a reacéo de
clivagem com os ligantes fosfinicos manteve a integridade do sistema

ortometalado.
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6.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear para o0s

ciclopaladados de férmula geral [PdCI(C?,N-tetrox)PR3]

A determinacdo dos atomos de hidrogénio e carbono podem atribuir
informacdes decisivas com relacdo a estrutura de um composto [152]. Para os
complexos esta caracterizacdo pode elucidar a presenca dos ligantes (por¢cdes
organicas) no ndcleo coordenante e, a partir de observacdes quanto a fatores
espaciais e eletrdnicos, a proposicdo do posicionamento destes ao redor do
centro metélico [157]. Em especifico, para monémeros ciclopaladados obtidos
pela clivagem de dimeros, o RMN apresenta-se como uma importante
ferramenta de caracterizagdo uma vez que estes mostram-se comumente mais
solliveis em comparacdo aos respectivos dimeros. Sendo assim, o estudo
estrutural dos mondmeros por RMN pode indiretamente atribuir informacdes
estruturais relevantes com relagdo ao dimero precursor [60]. Ainda, a
possibilidade de estudo de outros nucleos, como 3P no caso de ligantes
fosfinicos, pode comprovar a presenca destes na esfera de coordenacao, além
da possibilidade de observacdo de efeitos estéricos e eletrbnicos que estes
ligantes propiciam ao ambiente de coordenacéo [158].

A deducdo das estruturas dos monémeros JC1-4 por RMN se deu
mediante a obtencdo de espectros de experimentos unidimensionais H, 13C{*H},
31P{1H} e Cosy 'H-'H (Homonuclear Correlation Spectroscopy) e mapas de
contorno dos experimentos HSQC !H-13C{*H} (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) e HMBC 'H-13C{H} (Heteronuclear Multiple Bond Coherence).
Todos os espectros foram obtidos em cloroférmio deuterado (CDCls).

A presenca de um Unico conjunto de sinais em todos os espectros RMN
'H para os mondmeros de féormula geral [PdCI(C2,N-tetrox)PRs], demonstra a
auséncia de isbmeros e a presenca de uma Unica espécie em solucdo. Além
disso, esta condicao corrobora com a obtencdo dos compostos na forma pura.
Na Figura 28 é apresentado o espectro de RMN 'H obtido para o monémero
[PACI(C? ,N-tetrox)(PPhz)] (JC1), bem como o sistema de numeracdo adotado
para a caracterizagdo. Na Figura 29 é apresentado o espectro obtido pelo
experimento de Cosy 'H-'H utilizado na definicdo dos acoplamentos e sistemas

de spin na molécula.
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Figura 28: Espectro de RMN *H para o ciclopaladado JC1 (14,1 T).
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Figura 29: Espectro Cosy H-H para o para o ciclopaladado JC1 (14,1 T).
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No espectro de RMN !H para o mondmero JC1 observam-se os padrdes
de sinais referentes aos hidrogénios tanto do ligante tetrox, quanto do ligante
trifenilfosfina em uma proporcéo equimolar, confirmando a presenca destes na
estrutura do complexo conforme a formula molecular proposta. Na regido de
maior desblindagem verifica-se a presenca de um dubleto (Ji112 = 3,0 Hz)
referente ao hidrogénio do grupo OH oxima. A presenca deste sinal demonstra
gque este grupo permanece inalterado apds a coordenacgédo ao centro metalico.
Considerando o ambiente quimico deste hidrogénio, esperava-se um singleto
pelo distanciamento que impossibilita o0 acoplamento com outros hidrogénios.
Esta suposicdo pode ser verificada pela auséncia de sinais de acoplamento com
outros hidrogénios no espectro Cosy 'H-'H. Desta forma propdem-se que o
dubleto seja resultado do acoplamento a longa distancia (J4) com o atomo de
fésforo coordenado em posicdo trans ao nitrogénio, o que ja foi reportado para
compostos semelhantes [159].

Na regido de hidrogénios arométicos 6 6,5 a 8,0, estdo presentes
conjuntos de sinais que se referem a dois sistemas de spin, segundo 0s sinais
verificados no espectro Cosy 'H-1H. Estes sinais compreendem aos hidrogénios
aromaticos do ligante tetrox e dos anéis fenila do ligante trifenilfosfina. O dubleto
(J3s = 7,8 Hz) em & 6,7 e os dois tripletos (Jss3 = 7,8 Hz) em 6 6,15 e 6 6,42, que
compdem o sistema de spin dos hidrogénios aromaticos do ligante tetrox, se
referem respectivamente aos hidrogénios H5, H3 e H4. A presenca de apenas 3
sinais integrados para 3 hidrogénios neste conjunto evidencia a metalacdo do
C2 do ligante oxima [126]. Ainda, o sinal referente ao H3 apresentando-se como
0 mais deslocado do conjunto, para campo mais protegido, pode indicar a
proximidade deste hidrogénio do sistema aromatico do ligante trifenilfosfina,
demonstrando a geometria quadratica plana.

O segundo sistema de spin na regido de aromaticos é composto por um
multipleto e dois tripletos de dubletos (J = 7,8 Hz) nas regifes de 6 7,72, 6 7,46
e & 7,38. Estes sinais se referem aos hidrogénios fenila do ligante trifenilfosfina.
O sinal multipleto com integral para 6 hidrogénios €é resultado da sobreposicao
dos sinais dos hidrogénios em posicdo orto nos aneéis fenila que, pela

proximidade do atomo de fésforo, apresentam maior desblindagem. O tripleto de
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dubletos em 6 7,46, com integral para 3 hidrogénios, representa os hidrogénios
em para dos anéis fenila no ligante trifenilfosfina, enquanto o sinal em é 7,46 se
refere aos hidrogénios em posicado meta.

Os hidrogénios da porcao alifatica do ligante tetrox que compreende o
substituinte ciclohexano, sdo representados pelos sinais nas regibes mais
blindadas do espectro. Os tripletos em 6 2,73 e & 2,88 acoplam com o sinal
quarteto em 6 1,95 (J7s = 6,0 Hz), sendo estes sinais atribuidos aos hidrogénios
H7, H9 e H8 respectivamente, segundo a estrutura no anel ciclohexano.

Para complementar o estudo da porcao trifenilfosfina no complexo, foi
obtido o espectro de RMN 3'P{1H} para o composto JC1, apresentado na Figura
30. Por se tratar de uma monofosfina, considerando uma coordenacao
monodentada ao centro metélico e a ndo formacdo de isbmeros, esperava-se a
presenca de apenas um sinal (singleto), conforme foi observado no espectro
obtido.

Figura 30: Espectro de RMN 3!P{*H} para o ciclopaladado JC1 (14,1 T).
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O deslocamento quimico para o ligante trifenilfosfina livre apresenta-se
em torno de & -5, logo o deslocamento do sinal para uma regido de maior
desblindagem evidencia a ligacado do &tomo de fésforo ao centro metélico [160].

A coordenacao faz com que a densidade eletronica no atomo de fosforo seja
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direcionada ao paladio, desblindando este nudcleo, resultando no deslocamento
observado [161,162].

O deslocamento quimico de & 41,94 esta na faixa para deslocamentos
quimicos de atomos de fosforo trans a nitrogénio (Ad 40 — 56). Este valor estaria
entre 8 20 — 30 caso o atomo de fosforo estivesse trans ao ligante clorido, devido
ao efeito de blindagem promovido pelos elétrons do atomo de cloro sobre o
fésforo [163,164]. Estas informacdes quanto ao ambiente quimico do atomo de
fosforo corroboram com a estrutura quimica sugerida inicialmente para o
mondmero, estando de acordo também com compostos semelhantes
apresentados na literatura [130,159,165].

Os atomos de carbono do composto foram caracterizados a partir da
andlise conjunta dos espectros obtidos dos experimentos de RMN 3C{'H}
(DEPT135), HMBC H-13C{*H} e HSQC 'H-13C{!H}, apresentados nas Figuras
31, 32 e 33, respectivamente. No espectro RMN 13C{*H} (DEPT135), os sinais

em fase negativa representam os carbonos quaternarios e sp2no complexo.

Figura 31: Espectro de RMN *C{*H} DEPT135 para o ciclopaladado JC1 (14,1 T).
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Figura 32: Mapa de contorno HSQC *H-3C{*H} para o ciclopaladado JC1 (14,1 T).
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Figura 33: Mapa de contorno HMBC *H-3C{*H} para o ciclopaladado JC1 (14,1 T).
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O nimero de sinais no espectro RMN *C{'H} (DEPT135) estdo de acordo
com o numero de carbonos segundo a estrutura proposta para o complexo JC1.
Pelo mapa de contorno HSQC 'H-3C{!H} os sinais em fase negativa no espectro
RMN 13C{'H} (DEPT135) & 165,67, & 153,76, 6 140,41 ndo apresentam
correlagcdo direta a hidrogénios, sendo caracterizados como 0s sinais de
carbonos quaternarios. No mapa de contorno HMBC 'H-13C{'H}, o sinal mais
desblindado do espectro, em §165,67 correlaciona-se a longa distancia com os
sinais em 6 10,36, 6 2,88 e 6 1,95 caracterizados como sendo o0s hidrogénios
H11 (grupo OH oxima), H9 e H8 (anel ciclohexano do ligante tetrox). Por estas
correlacgdes, o sinal em & 165,67 foi atribuido ao carbono C10, do grupo C=N no
ligante tetrox. O deslocamento da densidade eletrbnica do nitrogénio iminico em
direcdo ao paladio, faz com que este sinal sofra um deslocamento para a regido
de maior desblindagem do espectro em comparacgéo ao sinal para este carbono
no espectro RMN 13C{*H} (DEPT135) do ligante tetrox livre (5 117,99, Anexo 1).

Esta condicéo evidencia a coordenacao do nitrogénio iminico ao centro metalico.
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Na regido de carbonos aromaticos estéo presentes seis sinais no sentido
positivo, trés destes pertencentes aos substituintes fenila do ligante trifenilfosfina
e 0s demais aos carbonos aromaticos do ligante tetrox. No mapa de contorno
HSQC !H-3C{'H} identifica-se a correlacédo direta dos sinais em & 135,85, &
128,8 e 6 124,90 aos sinais pertencentes aos hidrogénios H3 (5 6,12), H4 (5 6,42)
e H5 (8 6,70), evidenciando que estes sinais se referem aos carbonos aromaticos
do ligante tetrox C3, C4 e C5, respectivamente. Os trés sinais restantes em o
135,57, 6 128,5 e 6 131,26 no sentido positivo na regido de aromaticos, se
correlacionam diretamente aos sinais dos hidrogénios do ligante trifenilfosfina,
desta forma sendo caracterizados como 0s carbonos em posi¢ao orto, para e
meta dos substituintes fenila.

O carbono C2, para o ligante tetrox livre, € identificado como um sinal em
sentido positivo na regido de & 93,01 (Anexo 1). No espectro de RMN 3C{*H}
(DEPT135) para o complexo JC1 o sinal para este carbono foi identificado em
sentido negativo na regiao de 6 153,76 pela correlacdo observada no mapa de
contorno HMBC 'H-13C{*H} com o hidrogénio H4 aromatico do ligante tetrox,
evidenciando o perfil quaternario deste carbono e a ortometalacao.

Os demais sinais em sentido negativo no espectro de RMN 3C{H}
(DEPT135) nas regibes de & 140,29, & 130,90 e & 130,57 se referem
respectivamente ao carbono quaternario aromatico do ligante tetrox e aos
carbonos quaternérios do ligante trifenilfosfina. O sinal em & 140,29, pelo mapa
de contorno HMBC *H-13C{*H}, correlaciona-se a J3 aos sinais dos hidrogénios
H5 (6 6,70), H9 (5 2,88), H3 (6 6,15), H7 (6 2,73), e a J* com os sinais dos
hidrogénios H4 (5 6,42) e H8 (6 1,93). Em funcédo destas correlagbes observadas,
o sinal em & 140,29 é atribuido ao carbono C1 quaternério do ligante tetrox. O
sinal referente ao carbono quaternario C6 do ligante tetrox nao foi observado no
espectro de RMN 3C{*H} (DEPT135) para o complexo JC1.

Os sinais em sentido negativo nas regides de 6 130,90 e & 130,57, pelo
mapa de contorno HMBC !H-13C{lH}, correlacionam-se aos sinais dos
hidrogénios aromaticos do ligante trifenilfosfina. Por esta razao estes sinais sao

identificados como pertencentes aos hidrogénios quaternarios do ligante
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trifenilfosfina. O espectro de RMN 3C{*H} (DEPT135) para o ligante trifenifosfina
livre apresenta dos sinais em sentido negativo relacionados aos carbonos
quaternarios nas regides de 4 136,69 e 6 136,62, demonstrando que, apesar da
equivaléncia entre os trés hidrogénios quaternarios da estrutura, a disposicéo
espacial dos substituintes fenila ocasionam uma diferenciacdo entre estes
carbonos, comportamento também observado para a estrutura do complexo
JC1. O deslocamento destes sinais para campos mais altos no espectro RMN
BBC{'H} (DEPT135) para o complexo em comparacédo ao ligante trifenilfosfina
livre demonstra o efeito de blindagem sobre os carbonos quaternarios, muito
provavelmente em funcéo da retrodoacéo- dz-pz promovida pela coordenacao
do atomo de fosforo ao paladio. Este comportamento foi observado para
mondmeros ciclopaladados semelhantes contendo ligantes fosfinicos reportados
na literatura [130,159].

Os sinais dos carbonos alifaticos da porcao ciclohexano do ligante tetrox
foram identificados pelos sinais em sentido negativo (carbonos sp?) com
correlacdes diretas (vide Figura 32) aos sinais dos hidrogénios H9 (6 2,88), H7
(6 2,73) e H8 (5 1,93). Desta forma, os sinais mais blindados nas regides de &
2,73,561,95e 6 2,88 se referem aos carbonos C7, C8 e C9, respectivamente. Na
Tabela 5 sédo apresentados os dados e atribuicbes de RMN realizados para o
complexo JC1.
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Tabela 5: Dados de RMN obtidos para o ciclopaladado JC1.

JC1 Posicéo 1H(8); Multiplicidade; [[H]; J(Hz) 13C(8)
1 = 140,29
y 2 xx 153,76
o, ’r?” . 3 6,15; t; [LH]; Jas= 7,2 135,73
;\‘/?’ K KZ::V 4 6,42; t; [LH]; Juss= 7.8 128,80
f’j{"\gw 5 6,70: d: [1H]; Jss= 7.8 124,90
R 6 o nd.
d @ 7 2,73; t; [2H]; 75 = 6,0 29,64
8 1,95; q; [2H]; Ja7e = 6,6 22,04
9 2,88; t; [2H]; Jog = 6,6 24,99
10 xx 165,79
11 10,36; d; [1H]; Ju12 = 3,0 *x
12 (3'P) 41,94; s *ok
oph, 7,72/ 7,46/ 7,38; m/ td/ td; [6H]/ [3H)/ | 135,57/ 131,26/

[6H]; J=7,8

128,55/ 130.90

Multiplicidade: (s) singleto; (t) tripleto; (d) dubleto; (q) quarteto; (td) tripleto de dubletos; (m) multipleto. nd; ndo

determinado.

Os espectros de RMN 1H, 3'P{*H} e RMN 13C{*H} (DEPT135) obtidos para

o complexo JC2 sdo apresentados nas Figuras 34, 35 e 36, respectivamente.

Pela similaridade estrutural

com o complexo JC1,

0s espectros dos

experimentos Cosy 'H-'H e os mapas de contorno HSQC *H-13C{*H} e HMBC

1H-13C{*H} sdo apresentados nos Anexos 3, 4 e 5.
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Figura 34: Espectro de RMN *H para o ciclopaladado JC2 (14,1 T).
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Figura 35: Espectro de RMN 3'P{*H} para o ciclopaladado JC2 (14,1 T).
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Figura 36: Espectro de RMN **C{*H} DEPT135 para o ciclopaladado JC2 (14,1 T).
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Assim como o discutido para o espectro RMN 'H do complexo JC1,
observam-se 0s sinais caracteristicos aos hidrogénios tanto do ligante tetrox
quanto do ligante fosfinico no espectro RMN *H do complexo JC2 em proporcéo
equimolar, confirmando a presenca destes na estrutura do composto formado. O
singleto intenso na regido de 6 21,73, com integral para 9 hidrogénios, junto aos
sinais de hidrogénios alifaticos, refere-se aos substituintes dos anéis fenila do
ligante fosfinico.

No espectro de RMN 31P{1H} para o complexo JC2 observa-se a presenca
de apenas um sinal singleto na regido de & 39,88, corroborando com a
coordenacdo monodentada do ligante fosfinico, conforme proposto. Este valor
de deslocamento quimico encontra-se proximo a faixa de deslocamento quimico
para atomos de fésforo trans a nitrogénio (Ad 40 — 56), indicando a concordancia
com a estrutura proposta para o monémero [130,159,163-165].

Com relacéo a caracterizacdo dos &tomos de carbono do composto JC2,
0 nimero de sinais no espectro de RMN 3C{*H} DEPT135 estdo de acordo com

0 numero de carbonos ndo equivalentes na estrutura do monémero. Em sentido
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negativo sdo observados os sinais referentes aos carbonos sp? da porcao
alifatica do ligante tetrox C7, C9 e C8, nas regides de 4 29,64, 6 24,95 e & 22,03,
respectivamente. Ainda em sentido negativo, sdo identificados os sinais dos
carbonos quaternérios do ligante tetrox C10, C2, C1 nas regides de & 165,54, 5
153,90, ¢ 141,37. Diferente do observado para o composto JC1, o sinal para o
carbono quaternario C6 foi identificado em & 140,20.

Os sinais referentes aos carbonos aroméaticos do ligante fosfinico foram
identificados nas regides de & 135,34, &6 129,17, ¢ 127,90 e & 127,55.
Adicionalmente, em sentido positivo, observa-se um sinal na regido de maior
blindagem do espectro em & 21,73. Este sinal correlaciona-se ao sinal em 6 2,36
qgue se refere aos hidrogénios em posicéo 13, 14 e 15 (vide Mapa de contorno
HSQC H-13C{*H}, Anexo 4), sendo desta forma atribuido aos substituintes metil
dos anéis fenila do ligante fosfinico. Estas atribuicdes confirmam a inalteracéo
do ligante fosfinico apds a coordenacdo ao centro metalico. A Tabela 6 resume

todos os dados obtidos e interpretados por RMN para o complexo JC2.
Tabela 6: Dados de RMN obtidos para o ciclopaladado JC2.

JC2 Posicéo 1H(8); Multiplicidade; f[H]; J(Hz) 13C(8)
1 o 141,37
- 2 o 153,90
OH
3 vﬂn’ K . 3 6,19; t; [1H]; Js4= 7,2 135,88
o y /pd\ . @’ 4 6,43; t; [1H]; Jusz= 7,8 128,71
Xy -3 : 5 6,69; d; [1H]; Jsa= 7,2 124,74
@f s 6 ** 140,20
H y”a 7 2,72; t; [2H]; J7s = 6,0 29,64
13 8 1,94; q; [2H]; Js7e = 6,6 22,03
9 2,87; t; [2H]; Jes = 6,0 24,95
10 o 165,54
11 10,37; d; [1H]; J1112 = 3,0 *x
12 (®*P) 39,88; s *
PR, 7,57/ 7,17; m/ dd; [6H)/ [6H]; = 6,6/ | 135,34/ 129,17/
1,8 127,90/ 127,55
13, 14, 15 2,36; s; [9H] 21,73

Multiplicidade: (s) singleto; (t) tripleto; (d) dubleto; (g) quarteto; (td) tripleto de dubletos; (m) multipleto.
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Nas Figuras 37, 38 e 39 sdo apresentados os espectros de RMN H,
31P{1H} e RMN 3C{'H} (DEPT135) coletados para o complexo JC3. Os espectros
dos experimentos Cosy 'H-'H e os mapas de contorno HMBC !H-13C{!H} e

HSQC 'H-13C{'H} para este composto sdo apresentados nos Anexos 6, 7 e 8.

Figura 37: Espectro de RMN *H para o ciclopaladado JC3 (14,1 T).
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Figura 38: Espectro de RMN 3P{*H} para o ciclopaladado JC3 (14,1 T).
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Figura 39: Espectro de RMN *C{*H} DEPT135 para o ciclopaladado JC3 (14,1 T).
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Conforme os sinais observados no espectro de RMN *H para o composto
JC3 (vide Figura 37), identificam-se tanto os sinais dos hidrogénios do ligante

fosfinico, quanto do ligante tetrox em propor¢do equimolar, comprovando o
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arranjo estrutural previamente proposto. Na regido de hidrogénios arométicos
identifica-se um multipleto em 6 7,68 e um tripleto de dubletos na regido de &
7,10, ambos com integracéo para 6 hidrogénios. Estes sinais se referem aos
hidrogénios aromaticos do ligante fosfinico.

O spin nuclear de % para o fluor, faz com que estes &tomos acoplem com
os atomos de carbono e hidrogénio proximos [152,166]. Esta condigdo interfere
na multiplicidade dos sinais de hidrogénios vizinhos ao atomo de fldor, o que
pode ser observado nos sinais dos hidrogénios aromaticos do ligante fosfinico.
Para o sinal tripleto de dubletos em & 7,10 foram calculadas duas constantes de
acoplamento de J =7,2 Hz e J = 1,8 Hz, representando os acoplamentos Ju.re
Ju-H, respectivamente. O valor de Jn.r encontra-se na faixa para acoplamentos
de hidrogénio aromatico em posi¢ao orto com relagdo ao atomo de fltor (6 8 Hz
- 8 10 Hz) [166]. Desta forma, o sinal em & 7,10 é atribuido aos hidrogénios
aromaticos a distancia J3, enquanto o sinal multipleto em & 7,68 é atribuido aos
hidrogénios a distancia J* dos substituintes flior nos anéis fenila do ligante
fosfinico.

A presenca de apenas um sinal singleto na regiao de & 39,70 no espectro
de RMN 3'P{*H} para o complexo JC3, esta de acordo com a proposi¢do de
coordenacdo monodentada para o ligante fosfinico. O valor de deslocamento
guimico encontra-se proximo a faixa para atomos de fésforo trans a nitrogénio
(A6 40 — 56), corroborando com a estrutura proposta para 0 mondmero
[130,159,163-165].

Assim como caracterizado para os compostos JC1 e JC2, o numero de
sinais observados no espectro RMN 13C{*H} DEPT135 coincide com o nimero
de carbonos nédo equivalentes na estrutura proposta para JC3. Igualmente ao
observado para o espectro de RMN H, a multiplicidade dos sinais referentes aos
carbonos aromaticos do ligante fosfinico sofreram influéncia do acoplamento
com o substituinte fldor (Jc-r).

Os sinais dos carbonos em posi¢do orto, meta e ipso dos anéis fenila do
ligante fosfinico apresentaram-se como dubletos nas regides de 6 137,27 (Jc-F=
37,2 Hz), 6 115,80 (Jc.r= 50,4 Hz) em sentido positivo e em sentido negativo

em 6 126,15 (Jcr= 16,8 Hz). As constantes de acoplamento Jc.r para o ligante
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fosfinico livre variaram de 33 a 12,6 Hz (Anexo 2). O aumento nos valores de Jc-
F esta relacionado a coordenacéo do ligante fosfinico ao centro metalico, onde,
guanto maior a forca de aceitacéo de densidade eletrénica do centro metalico na
ligacdo coordenada o, maior sera o aumento no valor da constante de
acoplamento [167]. Esta condi¢do evidencia a coordenacao do ligante fosfinico
com o mantimento da integridade dos substituintes flior em posi¢do para dos
anéis fenila.

Os sinais mais desblindados em sentido negativo no espectro RMN
BBC{'H} DEPT135 nas regides de & 165,93 e & 153,54 sdo atribuidos aos
carbonos quaternarios iminico (C10) e ortometalado (C2). A maior desblindagem
dos sinais destes carbonos evidenciam a ortometalacao do ligante tetrox onde a
densidade eletronica do anel ortometalado ocasiona o efeito de blindagem
destes nucleos. Os dados de RMN e atribuicBes realizadas para o composto JC3

sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Dados de RMN obtidos para o ciclopaladado JC3.

JC3 Posicao 'H(8); Multiplicidade; [ [H]; J(Hz) 13C(8)
1 *x 140,21
” 2 ok 153,54
8- 1”{'-' o . 3 6,06; t; [1H]; J3.= 6,6 135,17
7\?51’\2 /Pd\12 ‘\ @ 4 6,46; t; [1H]; Jusa= 7,8 128,77
5\4/g P 5 6,73; d; [1H]; Jsa= 7,2 124,77
6 *x 140,21
Q @F 7 2,74; t; [2H]; J7s = 6,0 29,38
- 8 1,95; g; [2H]; Jero = 6,6 21,77
9 2,88; t; [2H]; Jos = 6,0 24,79
10 *x 165,93
11 10,37; d; [1H]; Ji112 = 4,2 *x
12 (*'P) 39,70; s o
PR, 7,68/ 7,10; m/ dd; [6H]/ [6H]: J = 9,0/ | 140,21/ 126,15/
1,8 115,80

Multiplicidade: (s) singleto; (t) tripleto; (d) dubleto; (g) quarteto; (td) tripleto de dubletos; (m) multipleto.

122



Tese de Doutorado Velasques, J. M

Os espectros de RMN 1H, 3P{*H} e RMN 13C{'H} (DEPT135) obtidos para
o complexo JC4 séo apresentados nas Figuras 40, 41 e 42, respectivamente.
Nos Anexos 9, 10 e 11 sdo apresentados os espectros dos experimentos Cosy
'H-1H e os mapas de contorno HMBC H-13C{*H} e HSQC H-13C{'H}.

Figura 40: Espectro de RMN *H para o ciclopaladado JC4 (14,1 T).
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Figura 41: Espectro de RMN 3P{*H} para o ciclopaladado JC4 (14,1 T).
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Figura 42: Espectro de RMN *C{*H} DEPT135 para o ciclopaladado JC4 (14,1 T).

< ©® MOOVOMmO < (13/141’15)

w9 N x@W a0 ~ 5 ey

- © COWWOT N ™ N P~ ®

© W TOOMONNN w0 o< =

- - rfrrrTrTTT e 0 NN~
11 N /7] VN

)

7 [ “CH
U ooy
I 1

|
5 P,
-3\ | l
A 14
o-CHs

(®)

2)
1)(6)

ay M T
(7)

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 o -10
m

124



Tese de Doutorado Velasques, J. M

Como observado para os demais compostos, no espectro de RMN *H para
o composto JC4 foram caracterizados sinais referentes aos hidrogénios de
ambos os ligantes tetrox e fosfinico, demonstrando a presenca destes em
proporcao equivalente na estrutura do composto formado segundo a estrutura
proposta. Na regido de hidrogénios alifaticos observa-se um sinal singleto em &
3,81 com integracdo para 9 hidrogénios. Este sinal foi atribuido aos grupos CHs
dos substituintes metéxi dos anéis fenila no ligante fosfinico. A presenca deste
sinal juntamente com os sinais multipleto (5 7,60) e dubleto de dubletos (6 7,86)
com integracdo para 12 hidrogénios na regido dos aromaticos, evidencia a
inalteracdo na estrututa do ligante fosfinico com a coordenacdo ao centro
metalico.

O espectro de RMN 3'P{1H} para o complexo JC4 apresenta apenas um
sinal singleto na regido de & 38,23, evidenciando a presenca de apenas um
atomo de fosforo na estrutura, concordando com a coordenacdo monodentada
do ligante fosfinico. O valor para este deslocamento quimico encontra-se
proximo a faixa de deslocamento para atomos de fésforo trans a nitrogénio (Ad
40 — 56), corroborando com a estrutura previamente proposta para o composto
[130,159,163-165].

O numero de sinais identificados no espectro RMN 3C{*H} DEPT135 do
composto JC4 coincide com o numero de carbonos néo equivalentes segundo a
estrutura proposta. Em sentido positivo, na regido de & 55,27 identifica-se um
sinal para carbono com hidridizacdo sp?, que foi atribuido aos carbonos dos
substituintes metoxi dos anéis fenila do ligante fosfinico. Assim como observou-
se para 0s demais compostos da série, os carbonos quaternarios C10 e C2
apresentaram o0s sinais mais desblindados do espectro demonstrando a
ortometalacdo C2,N do ligante tetrox. Os dados de RMN e atribui¢cfes realizadas

para o complexo JC4 sdo apresentados na Tabela 8.

125



Tese de Doutorado

Velasques, J. M

Tabela 8: Dados de RMN obtidos para o ciclopaladado JCA4.

JC4 Posicdo 1H(8); Multiplicidade; [ [H]; J(Hz) 1BC(5)
1 ** 140,23
v 2 ** 153,63
OH

; 1,0;,4& c - 3 6,20; t; [LH]; Jaa= 7,2 135,66
\j,u“z/""\:.z_”‘@/ 18 4 6,45: t: [LH]; Jasa= 7,2 128,56
N3 ' 5 6,70; d; [1H]; Jss= 7,2 124,53
Q soJéHs 6 i 139,99
4 7 2,73; t; [2H]; J7s = 6,0 29,44
s 8 1,94; q; [2H]; Js7e = 6,6 21,88
9 2,87; t; [2H]; Jos = 6,0 24,73
10 ** 161,54

11 10,36; d; [1H]; J1112 = 3,6 **

12 (*'P) 38,23; s **
139,98/
PR3 7,60/ 7,89; m/ dd; [6H]/ [6H]; J = 9,0/ 1,2 122,36/
113,74
13, 14, 15 3,81; s; [9H] 55,27

Multiplicidade: (s) singleto; (t) tripleto; (d) dubleto; (g) quarteto; (td) tripleto de dubletos; (m) multipleto.

A partir dos dados obtidos, evidencia-se a obtencdo dos compostos

segundo as estruturas previamente propostas, com a presenca de apenas uma
espécie em solucdo. Esta condicao propicia a investigacéo da acéo antitumoral
destes compostos, onde a técnica de RMN pode ser utilizada para a avaliacdo
da estabilidade em solucdo no periodo padrao utilizado nos ensaios bioldgicos
(48 h).

6.1.3 Difracdo de raios X e Superficie de Hirshfeld para o complexo
[PdCI(C? N-tetrox)P(PhF)s3]

A difracdo de raios X (DRX) em monocristal ttm sido amplamente utilizada
como técnica conclusiva para a elucidacdo de estruturas no estado solido de
compostos organicos e principalmente para compostos inorganicos de estrutura

complexa, como compostos de coordenagdo [168-170]. A radiagdo no
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comprimento de onda de raios X (0,01 a 10 nm) pode ser difratada por planos
atbmicos em uma amostra cristalina gerando um padrédo de difracéo cuja analise
permite a descricdo completa e inequivoca da estrutura absoluta do composto
[171,172]. O posicionamento dos atomos na célula unitaria, comprimentos e
angulos de ligacéo, sistema cristalino, tipo de reticulo e composi¢cao da amostra
sao alguns dos dados obtidos pela analise das imagens de difracdo geradas pela
técnica de DRX em monocristal [173].

Uma estrutura cristalina € considerada uma supermolécula resultado da
combinacdo de diferentes interacdes intermoleculares originando arranjos
supramoleculares por um processo de alto montagem [174]. Neste contexto, 0
estudo da natureza destas interacdes torna-se fundamental para a compreenséo
da arquitetura supramolecular envolvida [130,174]. Dentre as interacdes
intermoleculares destacam-se as ligacdes de hidrogénio que, em muitos casos,
representa a principal interacdo envolvida no reconhecimento molecular [175—
177]. Porém, outras interacdes de natureza fraca, tais como ligacbes de
hidrogénio nao classicas (CH---X), C-H---n e =n---m apresentam significativa
importancia no processo de alto montagem, principalmente em se tratando de
estruturas de compostos organometalicos [130,174].

O calculo da superficie de Hirshfeld (HS) é uma ferramenta util para o
estudo das interacdes nao covalentes que formam a estrutura cristalina, com a
predicdo das tendéncias presentes no empacotamento cristalino [174]. Por este
método, a quantificacdo e avaliacdo de interacfes de natureza fraca como H---H,
C---H, C---C e X:--X (ligacOes interhalogénio), que comumente compdem a
estrutura cristalina de compostos organometalicos, é realizada pela analise da
representacdo grafica 3D gerada pela HS (dnorm), cujas distancias dos contatos
entre as moléculas sdo normalizados [178]. A representacdo grafica dnorm €
obtida por funcdes geométricas de distancia de (distancia entre a superficie e 0
atomo mais proximo fora da superficie) e d; (distancia entre a superficie e 0
atomo mais proximo dentro da superficie), geradas pelo mapeamento da HS,
relacionadas pela Eq. 8.

dp— r¥W

d;—rPw
— 2t i
Eq8 dnorm - r];dW + TvdW
i e
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A combinagdo das funcbes geométricas de distancia de e di geram
graficos de impressao digital 2D com os quais podem ser quantificadas as
contribuicdes de cada interacdo para a formacdo do empacotamento cristalino
[137]. Desta forma, o calculo da HS vem a complementar os dados
cristalograficos gerados, funcionando como uma importante ferramenta para a
compreensao da rede cristalina formada [130,174,178].

Assim, a evaporacdo lenta da solucdo mae da reacdo de sintese do
complexo JC3 levou a formagdo de monocristais adequados a técnica de DRX
em monocristal. A medida e refinamento dos dados cristalograficos foram
realizadas em colaboracdo com o Prof. Dr. Javier Elena, do Instituto de Fisica-
USP e com o Prof. Dr. Adriano Bof de Oliveira, da Universidade Federal de
Sergipe.

Os dados cristalograficos refinados para o composto JC3 evidenciaram
a formacéo da estrutura monomérica proposta, com férmula minima [PdCI(C?2,N-
tetrox)(P(PhF)3)], concordando com os resultados obtidos de anélise elementar
(vide Tabela 3). O composto cristalizou-se em um sistema monoclinico, sendo
pertencente ao grupo espacial P2i/c (n° 14). Na Figura 43 € representada a
unidade assimétrica do composto JC3 que € composta por uma molécula do
composto, sem a presenca de solvato de cristalizacdo. Detalhes experimentais
da medida cristalogréfica, parametros geométricos e condi¢des de refinamento
da estrutura, sdo apresentados na Tabela 9. Os principais comprimentos e

angulos de ligacao da estrutura sdo apresentados na Tabela 10.
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Figura 43: Representacdo da unidade assimétrica da estrutura cristalina para o
composto JC3, com a ligacdo intramolecular H---Cl sendo representada em linha
tracejada. As elipsoides térmicas estdo representadas com probabilidade de 40 %.
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Tabela 9: Dados da coleta de dados cristalogréficos do cristal e refinamento para o
composto JC3.

Dados do Cristal

Formula empirica C2sH2CIFsNOPPd
Massa molecular (g) 619,79
Temperatura (K) 293
Sistema cristalino Monoclinic
Grupo espacial P2i/c

Dimensodes da célula unitaria

a, b, c(A) 10,0310(6), 25,4766(14), 10,0013(5)
a, B, y(© 90, 94,448(5), 90
Volume (A3 2548,2(2)
z 4
Densidade calculada (mg/m?) 1,616
Coeficiente de absor¢cdo (mm?) 0,94
F(000) 1243
Dimensdes do cristal (mm-3) 0,78 x 0,36 x 0,11
Intervalos dos indices h,k,| -11<=h<=14
-39<=k<=19
-15<=I<=15
N° de reflexos coletados 9970
N° de medidas independentes (Rint) 23077 (0.036)
Medidas/ restricdes/ parametros 326
GOF em F2 1.118
Indices R Fibal [I>2a(1)] R(0.052); wR(0.122)

Programas: CrysAlis PRO 1.717.3935c¢ [179], ShelXT [133], ShelXL [180], Olex2 [132].
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Tabela 10: Principais comprimentos e angulos de ligacdo do composto JC3.
Comprimentos de ligagéo (A)

Pd(1)-P(8) 2,2419(7)
Pd(1)-Cl(24) 2,3822(8)
Pd(1)-N(1) 2,063(2)
Pd(1)-C(27) 2,005(3)
P(8)-C(9) 1,820(3)
P(8)-C(15) 1,810(3)
P(8)-C(2) 1,809(3)
N(1)-C(25) 1,282(4)
0(36)-H(36) 0,820(0)
Angulos de ligac&o (°)
P(8)-Pd(1)-CI(24) 96,95(3)
N(1)-Pd(1)-P(8) 173,49(8)
N(1)-Pd(1)-CI(24) 87,35(8)
C(27)-Pd(1)-P(8) 95,57(9)
C(27)-Pd(1)-Cl(24) 167,47(9)
C(27)-Pd(1)-N(1) 80,21(12)

Os comprimentos de ligacdo e os angulos diferentes de 90° e 180° em
torno do centro metélico no nucleo coordenante demonstra a formacédo de um
complexo de geométrica quadréatica plana distorcida. O nucleo metalico é
formado pelo ligante tetrox coordenado de forma quelata bidentada através dos
atomos de Csp2 € N [Pd(1)-C(27): 2,00(3); Pd(1)-N(1): 2,063(2) A], pelo ligante
fosfinico monodentado [Pd(1)-P(8): 2,241(7) A] e pelo ligante clorido [Pd(1)-
Cl(24): 2,382(8) A]. Estes dados confirmam os deslocamentos das bandas
referentes aos estiramentos vC=N, vNO e vP-C discutidos para o0s espectros de
infravermelho tanto do dimero precursor quanto para 0 mondémero.

A ligacdo Pd-Cl [2,382(8) A] sendo a ligacdo coordenada mais longa na
esfera de coordenacéo, evidencia o forte efeito trans direcionador do carbono
ortometalado, cuja forca de ligacdo é demonstrada pelo menor comprimento de
ligacdo em torno do centro metélico [2,00(3) A]. Além do efeito trans induzido
pelo carbono ortometalado, o enfraquecimento da ligacdo Pd-Cl pode estar
relacionado a propriedade acido/base de moleza e dureza. Segundo a teoria
acido/base de Pearson, bases moles ligam-se mais fortemente a acidos moles e
bases duras a acidos duros [181]. Nesta classificacdo, o ligante clorido
representa um sitio basico duro, enquanto o ion Pd" é um acido mole, o que
culmina em uma ligagdo menos intensa entre estas espécies e, por

consequéncia, uma ligagdo mais longa. Este alongamento aproxima o ligante
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clorido do atomo de hidrogénio do fragmento oxima do ligante tetrox, formando
uma ligacdo de hidrogénio classica intramolecular [O-H---Cl (2,35 A)] (vide
Figura 43).

O comprimento de ligacéo Pd-Csp? [2,00(3) A] apresenta-se menor do que
a soma dos raios covalentes dos atomos envolvidos [2,081 A]. Esta condicdo é
caracteristica para compostos ortometalados ja reportados na literatura, como o
trabalho de Bozza, et al, 2020 com comprimento Pd-Csp? de 2,011 A para o
mondmero [PdCI(C2 N-afox)P(PhF)s] e o trabalho de Selvakumar, K.
Vancheesan, S e Varghese, 1997 com comprimento Pd- Csp? de 2,027(3) A para
o composto [PdCI(C?N-afox)PPhs] [130,147]. O menor comprimento para a
ligacdo Pd-Csp? supbe a formacao de uma ligagédo simples Pd-C com caréater de
dupla ligacéo.

A ligacdo coordenada Pd-N, com comprimento de 2,063(2) A, apresenta-
se mais longa quando comparado a soma dos raios covalentes para 0os atomos
envolvidos 2,01 A [rcov Pd = 1,31 A, reov Nsp? = 0,70 A]. Este efeito na ligagdo
evidencia a influéncia trans direcionadora do atomo de fosforo ja prevista pelo
deslocamento sofrido pelas bandas vC=N e vNO no espectro de infravermelho.
O alongamento desta ligacdo pode também estar relacionado as caracteristicas
de moleza e dureza do atomo de nitrogénio e do ion Pd" [181]. Segundo a teoria
acido base de Pearson, o nitrogénio iminico € caracterizado como um sitio basico
intermediario, enquanto que o Pd" é um acido mole, logo a ligacéo entre estes
atomos serd menos intensa e essa, consequentemente, terd comprimento maior
do que o previsto.

A ligacdo Pd-P, com comprimento de 2,24(7) A apresenta-se menor do
que o comprimento previsto para esta ligacdo [2,41 A]. Este comportamento é
também observado para outros compostos ortometalados onde a ligacdo Pd-P
encontra-se em posicdo trans ao nitrogénio iminico [130,182]. O menor
comprimento demonstra a for¢ca da interagcdo entre os atomos que pode ser
explicada pela combinacao de dois fatores; as propriedades de maciez e dureza
e o efeito de retrodoacao na ligacdo coordenada.

Segundo a teoria acido/base de Pearson, o fosforo representa um sitio

basico mole, logo sua ligacdo com o ion Pd" (Acido mole) sera forte [181]. Além
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disso, o atomo doador de fésforo em ligantes fosfinicos apresenta orbitais 3d
disponiveis de energia e simetria adequadas para receber densidade eletrénica
dos orbitais d semipreenchidos do centro metalico, propiciando uma interacéo
do tipo =, caracterizando o efeito de retrodoacdo que fortalece a ligacdo
coordenada formada. A retrodoacdo pode também ocorrer através dos orbitais
disponiveis sigma antiligante o* oriundos das ligagdes Pd-Csp? [183]. Neste caso,
o efeito desativante propiciado pelos substituintes flior na posicdo para nos
anéis fenila contribuem com a retrodoacéo [184].

A presenca do ligante fosfinico volumoso (angulo de Tolman: 102,48°)
causa pronunciadas distorcfes na estrutura quadratica-plana. As ligacfes em
posicdo cis ao atomo de fésforo coordenado apresentam angulos de torséo
maiores do que 90° [angulos de torsao para as ligagdes C(27)-Pd(1)-P(8) e P(8)-
Pd(1)-Cl(24) de 95,57(9)° e 96,95(3)°, respectivamente]. Estas distor¢cdes sdo
compensadas pela diminuicdo dos angulos de torsdo das demais ligacdes na
esfera de coordenacao, N(1)-Pd(1)-Cl(24) e C(27)-Pd(1)-N(1) com angulos de
87,35(8)° e 80,21(12)°. As diferentes forcas das ligacdes coordenadas e a
presenca do ligante fosfinico volumoso na estrutura do complexo pode ser a
justificativa para a distorcdo da geometria quadrética plana. Este comportamento
é observado em outros complexos de Pd" contendo ligantes fosfinicos
[130,147,185].

O arcabouco supramolecular do composto JC3 foi analisado com base
nos contatos proximos evidenciados pelo calculo da Superficie de Hirshfeld (HS).
A natureza das interacdes intermoleculares bem como a forga destas interacoes
influencia a forma e as caracteristicas da superficie, tornando a analise dessa
uma ferramenta na elucidacdo supramolecular [137,186]. A HS foi analisada
pela representacdo grafica 3D das distancias dos contatos normalizadas (dnorm)
e pelos graficos de impresséao digital 2D (Tabela 11 e Anexo 12). A superficie
dnorm, representada na Figura 44, identificou simultaneamente as regides de
grupos doadores e receptores envolvidos nas interacdes intermoleculares. Os
contatos cujos comprimentos apresentaram-se menores do que a soma dos

raios de van de Waals dos atomos envolvidos foram destacados em vermelho
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na HS, enquanto os contatos com distancias mais longas foram identificados

como regides azuis e brancas.

Figura 44: Superficie dnom @o redor da unidade assimétrica do composto JC3. Os
grupos envolvidos em interagdes intermoleculares mais fortes séo representados nas
regides de coloragdo vermelha.

Tabela 11: Contribui¢cdes das interacdes intermoleculares pela analise dos graficos
2D.

Contatos (%)
H.-..C H---N H---H H---O H---F H--¢cl |H--Pd| c-O0 | cC-F
12,4 1,3 34,9 14 11,2 3,3 0,7 0,6 1,3

Analisando qualitativamente o mapeamento da superficie dnorm, €
guantitativamente os graficos impressdo digital 2D identificou-se a
predominéancia de interacfes de hidrogénio através dos contatos H---H, H---C e
H---F. Os contatos de natureza fraca do tipo H---H e H---C apresentam-se como
os de maior contribuicdo para o reconhecimento molecular, representando 47,3
% dos contatos que mantem o empacotamento cristalino. Essa condi¢do foi
igualmente reportada por Bozza, et al, 2020 para compostos ciclopaladados
derivados de oxima [130]. Esse comportamento pode evidenciar a caracteristica
acida dos orbitais do fon Pd" que ocasiona a polarizacédo das ligacdes C-H
presentes nos ligantes coordenados. A polarizacdo dessas ligacdes propicia a
formacao de ligacBes de hidrogénio ndo-classicas, onde o carbono atua como
espécie doadora de hidrogénio. Ainda a ativacao de ligac6es C-H apresenta-se
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como uma propriedade j& considerada na aplicagdo de ciclopaladados como
intermediarios cataliticos ou pré-catalisadores, até mesmo na formacdo do
préprio composto ciclopaladado [187-189].

Tendo por base a andlise quantitativa quanto as interac6es, caracterizou-
se, pela andlise de HS da molécula cristalograficamente independente (vide
Figura 44), as ligacfes intermoleculares elucidando a estrutura supramolecular.
Assim, no empacotamento cristalino as moléculas primariamente estao
conectadas por ligagdes de hidrogénio bifurcadas nao classicas do tipo O-H---C,
envolvendo os atomos 0O36-H36---C18 e 036-H36---C19 (vide Anexo 13).
Adicionalmente a essas ligacdes, 0s anéis aromaticos do ligante fosfinico de uma
molécula interagem via ligacdes do tipo C-H---C ao sistema fosfinico de uma
molécula vizinha. Essas interacfes envolvem os atomos C4-H4---C12 e C20-
H20---C4, cujo arranjo originam dimeros de ligagcdbes de hidrogénio
simetricamente relacionados aos padroes R2%(8) e R2?(14) (vide Anexo 14). As
interacOes descritas caracterizam a formacéo de um polimero unidimensional de
ligacdes de hidrogénio ao longo da direcao [001], conforme representado na
Figura 45.

Figura 45: Vista parcial da estrutura cristalina do composto JC3 formando um
polimero de ligagbes de hidrogénio 1D ao longo do eixo cristalografico c pelas
interacdes do tipo O-H---C (codigo de simetria: x. y. -1+z) e C-H---C (cbdigo de
simetria: 1-x. 1-y. 2-z). As ligacdes de hidrogénios estdo representadas por linhas
tracejadas. Os hidrogénios foram omitidos para maior clareza.

Os polimeros unidimensionais de ligacdes de hidrogénio, dispostos ao longo
do eixo cristalografico ¢ (Figura 45), conectam-se através de ligacOes de

hidrogénio nédo classicas do tipo CH-:-F e CH:--C ao longo do eixo cristalografico
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b. Essas interacdes envolvem os atomos C14-H14.--C30 e C6-H6---F22
pertencente o fragmento ciclohexano do ligante oxima e aos anéis aromaticos
do ligante fosfinico (vide Anexo 15). Adicionalmente, o nitrogénio iminico do
ligante oxima forma uma ligacao do hidrogénio nao classica do tipo C-H---N, com
um dos anéis arométicos do ligante fosfinico de uma molécula vizinha. Essa
interacdo forma anéis com padréo R2?(14) ao longo do eixo cristalogréafico a (vide
Anexo 16). As trés ligacdes de hidrogénio descritas para o eixo cristalografico b

séo apresentadas na Figura 46.

Figura 46: Vista parcial na direcéo [100] da estrutura do composto JC3 evidenciando
as ligacodes do tipo CH---C (codigo de simetria: -1+x. y.z), CH---F (c6digo de simetria: -
1+X.y. z) e CH---N (codigo de simetria: 1-x. 1-y. 1-z). As liga¢Ges de hidrogénio sdo
representadas por linhas tracejadas e os atomos de hidrogénios foram omitidos para
maior clareza.

= A
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As informagbes acerca das interagOes identificadas e descritas s&o

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Dados referentes as ligagdes de hidrogénios identificadas na estrutura
cristalina do composto JC3.

D-H---A Codigode 4 n iy A d(H--A),A d(D--A),A <DHA,®
simetria

036-H36..C18 | x.y. -1tz 0.820 2777 3.197 113.74
036-H36.-C19 | xy.-1+z  0.820 2.802 3.408 132.30
CA-HA..C12 | 1x 1.2z  0.830 2.828 3.721 161.18
C20-H20--C4 | 1-x. 1-y.2-z  0.830 2.826 3.636 146.36
C6-HE---F22 | -1+x.y.z 0830 2.442 3.138 131.64
Cl4-H14...C30 | -1+x.y.z  0.830 2.794 3.500 133.58
C11-H11..N1 | 1-x.1.y. 1z  0.830 2.630 3.534 164.25

Devido ao arranjo espacial das moléculas nas interacfes ao longo do eixo
cristalografico b, em adicdo as interacfes descritas para o eixo cristalografico c,
ocorre uma expansdo do empacotamento cristalino para uma rede
supramolecular tridimensional. Os grupos envolvidos nas interacdes
intermoleculares observadas coincidem com os atomos identificados como
importantes para o reconhecimento molecular elucidados pelas regibes em
vermelho da HS (vide Figura 44); os atomos C4, H11, C12, C30, H4, C19, C18,
H20, H14, C12, H20, H14, C12, F22, H11 do ligante fosfinico e os atomos N1 e

H30 do ligante oxima.

6.2 Sintese e caracterizacdo da familia de compostos de férmula geral
[PACI(L1)PR3]CI

A funcionalizagcdo de moléculas organicas aplicadas como ligantes,
mostra-se como uma estratégia dentro do design de novos complexos na
quimica inorganica medicinal. Essa estratégia pode ser utilizada para o
aprimoramento de propriedades fisicas e quimicas dos posteriores complexos
formados, como por exemplo o aumento da solubilidade em agua, ou ainda a
insercéo de grupos direcionadores visando um alvo biologico especifico.

Ao se analisar os substituintes inerentes a vanilina, pode-se identificar
possiveis sitios reativos na molécula, tais como a carbonila da funcao aldeido e

0 grupo hidroxila da funcdo fendlica. Em especifico, o grupo OH fendlico
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apresenta um hidrogénio acido (pKa ~ 10) passivel de ser substituido por um
grupo de interesse via reacdo de substituicdo nucleofilica. Essas reacfes séo
consolidadas dentro da sintese organica, onde um haleto de alquila pode ter o
halogénio substituido por um grupo nucleofilico em funcdo da polaridade da
ligacdo C-halogénio. Dessa forma, nucledfilos anibnicos, como a vanilina
desprotonada por uma base, podem ser funcionalizados via reacdo de
substituicdo [184]. Dentro disso, essa estratégia sintética foi utilizada na
composicao do ligante L1, com o objetivo de inserir o grupo morfolina que, pela
possibilidade de protonacdo do nitrogénio, melhora a solubilidade em &gua do
ligante.

Assim, no Esquema 14 é apresentada uma adaptacdo de mecanismo
para a funcionalizagdo da vanilina, baseada no mecanismo geral para uma
reacdo de substituicdo do tipo Sn?. A reacéao inicia pela desprotonacéo do grupo
OH fendlico pela base (K2CO3), dando origem ao nucleofilo aniénico que substitui

o0 atomo de cloro na n-(2-cloroetil)morfolina.

Esquema 14: Mecanismo de substituicdo SN, adaptado para a funcionalizagéo da
vanilina com cloridrato de n-(2-cloroetil)morfolina.
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Ligantes derivados de tiossemicarbazonas, por pertencerem a classe das
iminas, podem ser obtidos via reagfes de condensac¢do em meio alcoolico [75].
Esse método de obtencdo destaca-se por ser de baixo custo e contemplar
aspectos inerentes a quimica verde, como economia de atomos e a minimizacao

na formacao de subprodutos, o que atribuem altos rendimentos a esse tipo de
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reacdo [185,190]. A vista disso, esse apresenta-se como 0 método amplamente
empregado na obtencao de ligantes tiossemicarbazonas [191,192].

Dessa forma, a reacdo de condensacdo em meio alcoolico foi utilizada na
sintese do ligante vanilina-etiltiossemicarbazona (L1), a qual apresenta um
mecanismo proposto reportado na literatura [75,193]. Baseado no mecanismo
geral reportado, no Esquema 15 é apresentada uma adaptacdo do mecanismo
de reacdo para a sintese do L1. Segundo este mecanismo, a reacao se inicia
pela protonacéo da carbonila alddlica e ativacéo da carbonila pela formacéao do
ion ox6énio. Em sequéncia, ocorre o ataque nucleofilico do nitrogénio terminal da
tiossemicarbazida ao carbono carbonilico da vanilina, formando o intermediario
hemiaminal protonado. Esse intermediario é rearranjado, formando a ligacao
C=N, que caracteriza o0 composto base de Schiff, e liberando uma molécula de
agua [75,193]. Ao final da reacéo fica evidente a adequacédo do aspecto da
quimica verde de minimizacdo na geracdo de subprodutos, uma vez que, com
excecdo da molécula de agua que € liberada, ndo se observa a formacao de
subprodutos. Além disso, o composto tiossemicarbazona pode ser obtido em
duas formas isoméricas (E e Z) que se diferenciam pelo posicionamento do

grupo mais volumoso com relacao a ligacdo C=N.
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Esquema 15: Mecanismo de reagéo geral para a obtencéo de tiossemicarbazonas
adaptado para a sintese do ligante L1.
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Fonte: Adaptado de Tendrio, 2005 [75].

Desta forma, a metodologia de sintese empregada para a obtengcdo do
ligante L1 envolveu duas etapas: a funcionalizacdo da porcédo vanilina via reacao
de substituicdo e a adi¢cdo seguida de condensacao para insercao do fragmento
tiossemicarbazona. Para a primeira etapa, apés 72 h de reacao e sucessivas
extracdes, foi isolado um sélido de coloracdo amarela, com rendimento de 64 %
(4,000 g). Este sdlido apresentou-se parcialmente solivel em etanol e, apos seco
e analisado por espectroscopia na regido do infravermelho, foi submetido a
segunda etapa de sintese do ligante L1.

Para a insercdo do grupo tiossemicarbazida, apos 6 h de reacao, foi
isolado um sélido amarelo claro. Este sdlido, apds seco a vacuo, apresentou um
rendimento de 60 % (415 mg) e solubilidade em agua, um indicativo de que o
ligante foi obtido na forma de cloridrato. SILVA, D. E; et al, 2020, obteve um
rendimento de 72 % para o ligante vanilina-morfolina-tiossemicarbazona (L1),

utilizando como solvente para a rea¢cdo uma mistura etanol/agua. E valido
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destacar que, no trabalho citado, o ligante tiossemicarbazona néo foi obtido na
forma cloridratada. A provavel obtencéo do ligante L1 na forma de cloridrato mais
soltvel pode ter sido um dos fatores para a diferenca observada no rendimento,
em comparacéo ao reportado na literatura. Apesar da diferenca observada, o
rendimento obtido para a reacgéo foi considerado adequado uma vez que esta
dentro do intervalo de rendimentos apresentados na literatura para outros
ligantes tiossemicarbazonas (entre aproximadamente 45 — 80%) [194—-196].

Os complexos de Pd" derivados do ligante L1 foram obtidos por uma
reacdo em duas etapas, partindo-se de um percursor metalico de acetonitrila
([PACI2(CH3CN)2]). Na primeira etapa de 24 h de reacgéo, reagiu-se o ligante L1
com o precursor [PdCI2(CH3CN)]2, propondo a possivel formacéo de uma forma
dimérica intermediéria, onde o ligante tiossemicarbazona substitui as moléculas
de acetonitrila, mantendo os ligantes clorido em ponte. In situ, a segunda etapa
da reacdo se iniciou pela adicdo do respectivo ligante fosfinico (trifenilfosfina;
tri(p-toluil)fosfina;  tris(4-fluoro-fenil)fosfina; tris(4-metéxifenil)fosfina), que,
considerando a existéncia de um dimero intermediério resultante da primeira
etapa, cliva uma das ligacbes Pd-Cl pela coordenacdo do atomo de fésforo,

dando origem aos complexos, conforme é ilustrado no Esquema 16 abaixo.
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Esquema 16: Mecanismo de reagao proposto para a reagéo de sintese dos
complexos de formula geral [PdCI(L1)PRs]CI.
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Os complexos foram obtidos com altos rendimentos, entre 67 e 90 %. Na
Tabela 13 sdo apresentadas o aspecto fisico e os rendimentos associados a
cada um dos complexos. Assim como foi observado para os mondémeros da
familia de ciclopaladados, o complexo J2, que apresenta a tri(p-toluil)fosfina, foi
obtido em menor rendimento (67 %) em comparacdo aos demais complexos da
familia. Da mesma forma, esse comportamento pode estar associado ao
aumento do angulo de cone da fosfina terciaria volumosa, o que tornaria o atomo
de fosforo menos disponivel para a coordenacgéo ao centro metélico, resultando
em um menor rendimento [151]. Essa justificativa é corroborada pelo maior
rendimento apresentado na obtenc&o do complexo J1 (90 %), o qual utilizou-se

a trifenilfosfina sem substitui¢ao.
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Tabela 13: Dados fisicos e rendimentos dos compostos obtidos na familia de
compostos de férmula geral [PdCI(L1)PR3]CI

Composto Coloracédo do solido  Rendimento % (mg)
L1 C17H27CIN4O3S Amarelo 60 (415)
J1 [PACI(L1)PPhs]CI Amarelo 90 (133)
J2 [PACI(L1)P(PhCHz3)s]Cl Laranja 67 (105)
J3 [PACI(L1)P(PhF);]CI Amarelo 73 (116)
J4 [PACI(L1)P(PhOCHs3)3]CI Laranja 89 (147)

Na Tabela 14 sdo apresentados os dados de andlise elementar obtidos
para o ligante L1 e para os respectivos complexos. Considerando a proximidade
dos teores experimentais e calculados (diferencas menores do que 1 %) para o
ligante L1, esse resultado corrobora com os valores calculados sob a proposta
de obtencé&o da forma cloridrato. Ainda o comportamento dos dados apresentou-
se semelhante ao reportado para o ligante vanilina-morfolina-tiossemicarbazona,
o qual igualmente as diferencas entre os valores calculados e experimentais ndo
ultrapassaram 1 % (45,87 (45,90) %C; 6,88 (7,19) %H; 14,17 (14,28) %N) [53].

Com relacéo aos teores de CNH obtidos para os complexos derivados do
ligante L1, observa-se uma aproximacado dos valores calculados, em que as
diferencas nado ultrapassaram 1%. A adequacao dos valores experimentais a
férmulas minimas hidratadas dos complexos demonstra que possivelmente 0s
compostos foram obtidos como sais tri-hidratados. A aproximacgao dos valores
calculados e experimentais esta de acordo com o obtido para complexos

semelhantes reportados na literatura [185].

Tabela 14: Dados de analise elementar (CHN) para os compostos da familia de
formula geral [PACI(L1)PR;]CI.

Formula %C exp (calc) %N exp (calc) %H exp (calc)

L1 C17H27CIN4O3S.H20 48,54 (48,50) 12,49 (13,31) 6,94 (6,94)
J1 | CasHaCLNJOsPPIS.3H,O | 49,16 (48,87) 5,58 (6,51) 5,28 (5,51)
J2 | CagHarCLN4OsPPAS.3H,0 | 50,50 (50,59) 5,60 (6,21) 5,57 (5,92)
J3 | CasHaClLFsN4OsPPAS.3H,O | 45,89 (45,99) 542 (6,13) 4,26 (4,85)
J4 | CasHarCLN,OsPPAS.3H,0 | 48,03 (48,03)  542(6,13) 5,30 (5,62)
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6.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (IV) para a familia de
compostos de formula geral [PdCI(L1)PR3]CI

Assim como para a série de compostos ciclopaladados, a técnica de
espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada em uma analise
preliminar no estado sélido tanto do ligante L1, quanto dos complexos derivados.
Tendo em vista a metodologia sintética proposta em duas etapas para a
obtencado do ligante L1, foi adquirido primeiramente o0 espectro do composto
precursor proveniente da reacdo de substituicdo para a funcionalizacdo da

vanilina com o grupo morfolina. O espectro mencionado € apresentado na Figura
47.

Figura 47: Espectro de infravermelho obtido para o composto precursor do ligante L1.
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A primeira etapa para a sintese do ligante L1 consistiu na adi¢cdo do grupo
morfolina a vanilina. Esse fragmento se caracteriza por apresentar grupos
metileno. Neste sentido, no espectro do composto precursor sdo observadas

bandas de média intensidade na regido de 2958 a 2833 cm, que se referem
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aos estiramentos simétricos e assimétrico dos grupos CHz e CHs [152,197]. A
identificacdo de bandas caracteristicas a estes grupos indica a provavel insercao
do grupo morfolina pela reacéo de substituicdo nucleofilica promovida.

Observa-se uma banda de forte intensidade na regido de 1675 cm,
caracteristica do estiramento da ligagdo C=0 [197]. A presenca desta banda
demonstra a inalteracao da carbonila aldoolica na reacéo de substituicdo, o que
€ de suma relevancia tendo em vista que este representa o sitio de reacdo na
etapa sintética posterior para a sintese de L1.

Tendo por base a estrutura proposta para L1, na caracterizagdo das
ligacbes C=C de sistemas aromaticos, sdo esperadas quatro bandas nas regides
de 1625-1590 cm™, 1525-1470 cm™* e 1465-1430 cm™ [197]. No espectro do
composto precursor sdo observadas trés bandas de forte intensidade em 1583
cm?, 1509 cm? e 1468 cm™ que se referem ao modo vibracional vC=C do anel
aromatico da porcdo vanilina. Ainda na caracterizagdo deste fragmento, séo
observadas duas bandas de média e baixa intensidade em 864 cm* e 781 cm
relacionadas a deformacao angular fora do plano da ligacdo C-H de um sistema
aromatico 1,2,4-trissubstituido [197].

A caracterizacdo das bandas referentes aos estiramentos das ligacdes
C=C, C=0 e C-H no espectro de infravermelho do precursor, serviram como
suporte comparativo para a analise do produto da segunda etapa da sintese de
L1. Desta forma, na Figura 48 € apresentado o espectro de infravermelho obtido

para o produto da segunda etapa de reacado para a sintese de L1.
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Figura 48: Espectro de infravermelho obtido para o produto final da reacéo de sintese
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Conforme a reacdo utilizada para a insercdo da porcao
tiossemicarbazona, tem-se a conversao da carbonila alddlica da vanilina em um
grupo C=N [75]. Essa conversao pode ser evidenciada pela comparacao entre
as bandas na regido entre 1550 e 1700 cm™ nos espectros do precursor e no
espectro obtido para o produto da segunda etapa. Comparando o espectro do
precursor com o espectro de L1, observou-se o desaparecimento da banda na
regido de 1675 cm, relacionada ao estiramento da ligacdo C=0 e o
aparecimento de uma banda em 1596 cm, referente ao estiramento da ligacéo
C=N. O numero de onda para o estiramento do grupo C=N tiossemicarbazona
apresenta-se proximo ao reportado por Sibuh, et al para os compostos
tiossemicarbazonas derivados de hidroxibenzaldeido (1619 cm, [198]), e,
também, préximo ao apresentado por Silva, et al para o composto 2-
formilpiridina-tiossemicarbazona (1600 cm,[53]). Essa condi¢do é um indicativo

da obtencao do ligante L1.
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O fragmento tiossemicarbazona apresenta duas aminas secundarias, as
quais fazem parte da porcao tioamida. O estiramento da ligacdo N-H destas
aminas origina bandas em duas regides distintas, entre 3450 e 3210 cm™ e entre
3180 e 3150 cm™. A primeira regido se refere ao estiramento da ligacdo N-H da
amina terminal da porcdo tiossemicarbazona, enquanto a segunda regido
mencionada refere-se ao grupo NH hidrazinico [199]. Desta maneira, no
espectro de L1 é observada uma banda alargada na regido de 3441 cm que,
por essa caracteristica, pode representar uma sobreposicdo das bandas
referentes aos dois estiramentos N-H da por¢ao tiossemicarbazona. Ainda séo
observadas duas bandas de alta e média intensidade na regido de 1228-1114
cm?, relacionadas ao estiramento da ligagdo C-N. A caracterizacéo das bandas
destes estiramentos indica a inalteracdo da porgdo tioamida do grupo
tiossemicarbazona na estrutura de L1.

Além da regido para estiramentos de ligacdo N-H de aminas secundarias,
se observa no espectro de L1, um conjunto de bandas de baixa intensidade na
regido de 2589 cm, que podem ser atribuidas ao estiramento da ligagdo R3N*-
H [197]. Tendo em vista a estrutura proposta para o ligante, sabe-se que o anel
heterociclo do grupo morfolina pode ter o nitrogénio da amina terciaria protonado
em meio acido, o que contribui para a solubilidade do composto em agua [200].
Dessa forma, € justificado o aparecimento do conjunto de bandas na regido de
2589 cm™ que pode servir como um indicativo da obtencdo de L1 na forma
cloridrato, concordando ainda com a férmula minima proposta pelos resultados
da andlise elementar.

Quanto aos grupos alifaticos, as bandas para os estiramentos vCH:z e
vCH3, em comparagdo ao espectro do composto precursor, se mantiveram
inalteradas. Ainda séo observadas duas bandas de forte e fraca intensidade em
1502 e 1448 cm™, referentes aos estiramentos das ligacdes C=C do sistema
aromatico da porgcédo vanilina [197]. Adicionalmente, duas bandas de fraca
intensidade nas regides de 859 e 770 cm™ podem ser atribuidas a deformacéo
angular fora do plano da ligagdo C-H do sistema aromatico 1,2,4-trissubstituido
[197].
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A caracterizagdo das bandas referentes aos estiramentos das ligagdes
C=N e C=S, em especifico, sdo de fundamental importancia para a analise dos
espectros obtidos para os complexos metalicos, uma vez que L1, por ser um
ligante tiossemicarbazona, pode atuar como um ligante bidentado N,S-doador
[54,201]. Dessa forma, a coordenacao do ligante ao centro metalico por esses
sitios altera o momento de dipolo das ligacbes que envolvem estes atomos,
provocando o deslocamento das respectivas bandas, o que pode servir como um
indicativo da formacdo dos complexos. Além disso, os grupos funcionais
proximos ao ndcleo coordenante podem sofrer perturbages que irdo se refletir
em deslocamentos das bandas caracteristicas.

Assim, na Figura 49 sdo apresentados os espectros de infravermelho
obtidos para os complexos de formula geral [PdCI(L1)PR3]CIl, em que R =
trifenilfosfina (J1), tri(p-toluil)fosfina (J2), tris(4-fluorofenil)fosfina (J3) e tris(4-
metoxifenil)fosfina (J4), destacando as regides referentes as principais bandas
caracterizadas. Para melhor compreensado e discussdo, na Tabela 15 estdo
reunidos os principais dados obtidos pela analise dos espectros dos complexos
de Pd" em comparacéo ao ligante L1 livre.
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Figura 49: Espectros de infravermelho obtidos para os complexos de férmula geral

[PACI(L1)PR3]CI.
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Tabela 15: Dados de espectroscopia na regiao do infravermelho obtidos para o ligante
L1 e seus respectivos complexos (J1-J4).

cmt
Atribuicado
L1 J1 J2 J3 J4
3440 F 3450 F 3417 F 3373 m 3447 F
v N-Hsec
v as CH> 2968 f 2966 f 2965 f 2969 f 2965 f
v as CH3 2931 f 2926 f 2923 f 2930 f 2932 f
v<CH, 2871 f 2868 f 2867 f 2867 f 2837 f
*
v RsN*-H 2589 f * * *
v C=N 1596 m 1589 m 1595 m 1590 F 1592 m
c=c 1502 m 1505 m 1499 m 1495 m 1499 m
v C=
1448 m 1435 m 1457 m 1462 m 1442 m
v C=S 859 f 845 f 847 f 827 f 828 f
6 CH; 1417 f 1420 f 1420 f 1422 f 1406 f
CN 1228 f 1227 f 1226 f 1232 f 1255 f
v -
1144 § 1145 f 1145 f 1159 f 1445 f
y C-H 770 f 749 f 753 f 757 f i
v (P-Cpn) *x 1096 1096 1096 1100

Intensidade relativa das bandas: forte (F); fraca (f); média (m).
* = Banda néo observada.

Conforme destacado nos espectros da Figura 49 e nos dados da Tabela
15, foram observados deslocamentos nas bandas referentes as ligacdes N-H,
C=N e C=S, quando comparados ao espectro do ligante livre. A banda
caracteristica do estiramento da ligacdo N-H sofreu um alargamento para todos
os complexos, com deslocamentos que variaram de 10 a 67 cm™. A persisténcia
desta banda nos espectros dos complexos pode indicar a coordenacéo do ligante
L1 na forma neutra, sem a desprotonagdo do grupo NH hidrazinico, dando
origem a complexos catiénicos [202].

Com a coordenagdo do nitrogénio ao centro metalico, a densidade

7

eletrdbnica da ligacdo C=N € direcionada ao nitrogénio causando um
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alongamento desta ligagéo e, consequentemente, levando o estiramento para
menores numeros de onda [199]. Este comportamento € comumente reportado
para complexos derivados de tiossemicarbazonas, como no trabalho de Farias,
R. L, et al, onde para dois complexos de Ni(ll), com ligantes tiossemicarbazonas
derivados de cinamaldeido foi observado um deslocamento negativo da banda
vC=N de 14 e 45 cm [54]. A banda referente ao estiramento da ligacdo C=N,
para os quatro complexos, ndo sofreram deslocamentos significativos para
menores nimeros de onda, variando de 1 a 7 cm. Considerando a faixa de erro
do equipamento utilizado sendo de 2 cm™, para o complexo J2 néo se pode aferir
a coordenacao do nitrogénio azometinico ao centro metalico pela técnica de IV,
sendo necessario para a caracterizacdo desse composto resultados
espectroscopicos complementares.

A banda referente ao grupo tioamida, vC=S, é tipicamente deslocada para
menores nimeros de onda em complexos tiossemicarbazonas em comparacao
ao ligante livre [54,185,202]. Da mesma forma que ocorre na ligacdo C=N, a
coordenacao do atomo de enxofre faz com que o momento dipolar da ligacéo se
modifique, deslocando a banda do estiramento para menores niumeros de onda.
Este comportamento foi observado para os complexos J1-4, onde o0s
deslocamentos para menores numeros de onda, em comparacao ao ligante L1
(vC=S 859 cm™), foram de 827 cm™ a 847 cm™. Essa condicédo pode indicar a
coordenacao do enxofre ao centro metélico [199].

Os sinais caracteristicos na regido de 2589 cm™ caracterizados no
espectro do ligante L1 livre, atribuido ao grupo R3N*-H, o que pode indicar a
obtencéo do ligante na forma de cloridrato, ndo sao observados nos espectros
dos complexos [197]. Essa evidéncia sugere a desprotonagcdo da fracéo
morfolina na formagcdo dos complexos. Partindo-se da premissa de que a
solubilidade em agua apresentada pelo ligante L1 esta relacionada ao equilibrio
estabelecido pelo cloridrato na por¢gédo morfolina, essa condigdo dos complexos
pode justificar a baixa solubilidade em agua apresentada pelos complexos
derivados de L1.

A presenca dos ligantes fosfinicos nas esferas de coordenacdo podem

ser indicadas pelo aparecimento de uma banda na regido de 1098 a 1095 cm?
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[199]. Nos espectros dos complexos J1-4 foram observadas bandas nas regides
1096 cm™ e 1100 cm, referentes ao estiramento da ligagdo P-Cpn. Os valores
observados estdo de acordo com complexos derivados de tiossemicarbazonas
reportados na literatura [202—204]. A caracterizacéo destas bandas pode indicar

a coordenacao efetiva dos respectivos ligantes fosfinicos ao centro metalico.

6.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear para a familia de
compostos de formula geral [PdCI(L1)PR3]CI

A caracterizacdo dos &tomos de hidrogénio e carbono, tanto para o ligante
(molécula organica), quanto para os complexos pode trazer informacdes
estruturais determinantes, especialmente no que se refere ao comportamento
em solucdo. Neste contexto, a técnica de ressonancia magnética nuclear
representa um meio de caracterizagdo conclusivo para compostos organicos
[152].

Desta forma, foi realizada primeiramente a elucidacdo da estrutura do
ligante para, em sequéncia, serem caracterizados os complexos de Pd"
derivados. Para comprovacéo da obtencao do ligante L1 foram obtidos espectros
de RMN unidimensionais de 'H, 3C{*H}, TOCSY 1D (Total Correlated
Spectroscopy), HOMODEC (Homonuclear decoupling), NOESY 1D (Nuclear
Overhauser Enhancement Spectroscopy) e bidimensionais, como Cosy 'H-'H
(Homonuclear Correlation Spectroscopy), HSQC H-3C{!H} (Heteronuclear
Single Quantum Coherence) e HMBC 'H-3C{H} (Heteronuclear Multiple Bond
Coherence). Todos os espectros foram obtidos em dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-ds).

A andlise dos espectros obtidos corrobora para a obtencéo do ligante L1
na forma pura, com o numero de sinais e os valores de integracdo dos picos
estando de acordo com o numero de hidrogénios propostos para a estrutura. A
caracterizacdo dos sinais nos espectros seguiu a numeragao apresentada no
Esquema 17. Na Figura 50 é apresentado o espectro de RMN de H para o

ligante L1.

152



Tese de Doutorado Velasques, J. M

Esquema 17: Numeracdo adotada para a caracterizagdo da estrutura do ligante L1.

Considerando a estrutura proposta para L1, identificam-se dois
hidrogénios &cidos na molécula, sendo esses pertencentes ao nitrogénio
hidrazinico (N9) e a protonacgédo do nitrogénio do anel morfolina (N20). Os sinais
desses hidrogénios sao identificados na regido de maior desblindagem do
espectro, na forma dos singletos em & 11,37 e 6§ 11,17, sendo este ultimo por
caracteristica, um sinal alargado. Foi reportado por Silva, D, E, S, et al, para o
composto vanilina-morfolina-tiossemicarbazona um sinal para o hidrogénio
hidrazinico em & 11,31 [102]. Essa informacéo, por comparac¢ao pode indicar que
o singleto em & 11,37, identificado no espectro de L1, se refere ao hidrogénio
hidrazinico enquanto o sinal alargado em & 11,17 se refere ao H20 do anel
morfolina. A presenca desse sinal para a protonagéao do anel morfolina concorda
com os dados caracterizados por espectroscopia na regidao do infravermelho e
analise elementar, no qual se propéem a obtencdo do ligante na forma

cloridratada.
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Figura 50: Espectro de RMN *H em dmso-ds para o ligante L1 (14,1 T).
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Na regido do espectro para hidrogénios aromaticos, entre 67,0-58,0 [152],
€ observado um conjunto de trés sinais em & 7,48; 6 7,26 e & 7,08. Estes sinais
sdo atribuidos respectivamente aos hidrogénios H5, H1 e H2 do anel aroméatico
da porcéo vanilina. Considerando os acoplamentos desses hidrogénios, os
hidrogénios H5 e H2 aparecem na forma de dubletos, enquanto o hidrogénio H1
na forma de um duplo dubleto.

Em § 7,99 é identificado um singleto com integracédo para um hidrogénio,
qgue corresponde ao hidrogénio H7 do grupo C=N. O sinal tripleto em & 8,48 foi
atribuido ao hidrogénio H11 do grupo NH da porgédo tiossemicarbazona. A
atribuicdo desse sinal foi feita com base no acoplamento entre o H11 com os
hidrogénios do substituinte etil da porcao tiossemicarbazona (H12 e H13).

Os sinais na regido dos hidrogénios alifaticos aparecem alargados pelo
efeito que os atomos de nitrogénio N11 e N20 exercem sobre o tempo de
relaxacdo desses prétons. Dentre esses sinais, ha um singleto em & 3,86 que

corresponde aos hidrogénios H16 do substituinte metoxila da porcéo vanilina. O

154



Tese de Doutorado Velasques, J. M

sinal para os hidrogénios desse grupo apresentam deslocamento tipico entre &
3,2-3,8, em funcado do efeito de blindagem causado pela eletronegatividade do
oxigénio [152].

Os hidrogénios do grupo etil originam dois sinais no espectro, um tripleto
centrado em aproximadamente § 1,83 e um quarteto na regiao aproximada de
3,59 [152]. Desta forma, o tripleto em & 1,16 e o quarteto em § 3,59 foram
atribuidos aos hidrogénios H13 e H12, respectivamente, do substituinte etil do
fragmento tiossemicarbazona.

Os demais sinais nas regides de 6 4,45; 6 3,97; 8 3,81; 8 3,60; 8 3,55 e 6
3,22 ndo puderam ser atribuidos apenas pelo espectro de RMN !H, sendo
necessario a utilizacdo de outros experimentos unidimensionais. Assim, na
Figura 51 sédo apresentados os espectros de TOCSY 1D, obtidos a partir de

irradiacdo das regides de § 4,45 e 1,16.

Figura 51: Espectros obtidos com o experimento TOCSY 1D para o ligante L1, com
irradiacdo nos sinaisem 6 4,46 € 56 8,48 (14,1 T).

RMN 'H

-3.55

TOCSY 4,46 ppm

8
e
- _/k A

51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 3.9 38 37 36 35 34 33 3.2 31 30 29 28 27

RMN 'H

3.60
116 4 49

2 .-
| Ltl oAl s
TOCSY 1,16 ppm
2

<
|

A

e =350

100 95 00 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
ppm

A irradiacdo do singleto alargado em & 4,46 resultou na presenca de um

anico sinal em 63,56. Esses sinais podem ser atribuidos aos hidrogénios H18 e
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H19 da porcédo etil do grupo morfolina, respectivamente, uma vez que esses
hidrogénios configuram um sistema de spin isolado na estrutura de L1.

Quando se irradiou o tripleto em § 1,16 (H13), houve o surgimento de dois
conjuntos de sinais em § 8,48 e & 3,60, demonstrando que os hidrogénios
relacionados a esses sinais se encontram em um mesmo sistema de spin. Estes
sinais se referem respectivamente ao tripleto do hidrogénio H11 do grupo NH e
0 quarteto dos hidrogénios metilenos (H12) do substituinte etil da porcao
tiossemicarbazona. Os acoplamentos entre os hidrogénios dos grupos NH e etil
do substituinte na porcao tiossemicarbazona foram igualmente evidenciados
pelo experimento HOMODEC 1D, cujos espectros sédo apresentados na Figura
52.

Figura 52: Espectros obtidos para o experimento HOMODEC 1D para o ligante L1,
nas regides de 68,48 e 81,16 (14,1 T).

HOMODEC 8,48 ppm

3.62
3.61

HOMODEC 1,16 ppm

3.61
-3.60

-3.63
3.5

RMN 'H

o
[=2]

el

gﬂ |

406 402 398 394 39 38 382 378 374 370 366 362 358 354 350 3.46
ppm

3.58

O experimento HOMODEC foi realizado nas regides de 6 8,48 e § 1,16, o
que permitiu distinguir a composicdo do conjunto de sinais referentes aos
hidrogénios do grupo metileno em & 3,60. Pelo espectro obtido ficou evidente que
o sinal dos hidrogénios H12 é constituido por uma sobreposi¢cédo de um dubleto,
resultante do acoplamento com o hidrogénio H11 do grupo NH, e de um quarteto,
resultante do acoplamento com os hidrogénios H13 do grupo CHs.
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As atribuigdes dos sinais para hidrogénios arométicos foram confirmadas
pelo experimento de NOESY 1D. Além disso, o resultado deste experimento
ainda permitiu a elucidacao do posicionamento da fragdo morfolina na estrutura
de L1. Os dois espectros de RMN obtidos inicialmente pelo experimento sé&o
apresentados nas Figura 53 e 54.

Figura 53: Espectro obtido pelo experimento NOESY 1D avaliado sobre o sinal em &
7,99 (14,1 7).
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Figura 54: Espectro obtido pelo experimento NOESY 1D avaliado sobre o sinal em &
4,46 (14,1 7).
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O efeito NOE avaliado sobre o sinal em § 7,99 (H7), demonstrou que este
sistema de spin se encontra proximo ao hidrogénio em & 11,37 (H9) bem como
aos hidrogénios em 6 7,48 e § 7,28 (H5 e H1). Ja o efeito NOE avaliado sobre o
sinal em & 4,46 demonstrou que este sistema de spin se apresenta proximo ao
hidrogénio em & 7,09 (H2). Considerando que o sinal em § 4,46 foi atribuido aos
hidrogénios H18 do grupo metileno da morfolina, pode-se indicar que essa fracéo
se encontra posicionada como representado no Esquema 17.

Caracterizado o sinal em & 7,09 como pertencente ao hidrogénio H2 do
sistema aromético da porcao morfolina, o efeito NOE avaliado sobre ele, cujo
espectro é apresentado na Figura 55, demonstrou a proximidade deste sistema
de spin com o hidrogénio em § 7,29. Essa observacao confirma que o sinal em §
7,29 refere-se ao hidrogénio H1, em posicao orto a H2. Ainda, por exclusao, essa
avaliagéo caracteriza o sinal em & 7,48 como sendo referente ao hidrogénio H5,

em posi¢ao para ao hidrogénio H2.
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Figura 55: Espectro obtido pelo experimento NOESY 1D avaliado sobre o sinal em &

7,00 (14,1 T).
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Visando a caracterizacao dos hidrogénios dos grupos amina presentes na

estrutura de L1, foram coletados espectros de RMN 'H com agua deuterada

(D20), a fim de avaliar a velocidade de troca desses hidrogénios por deutério.

Dessa maneira, os espectros foram coletados, aproximadamente, a cada 1

segundo, sendo apresentados na Figura 56.
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Figura 56: Espectros RMN *H do ligante L1 em presenga de D,O (14,1 T).
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Pbdde-se observar, ainda no primeiro espectro coletado, a supressao do
sinal em & 11,37, referente ao hidrogénio H9 do fragmento tiossemicarbazona.
Esse comportamento propde que o hidrogénio H9 apresenta o maior carater
acido da molécula.

O sinal em § 11,17, atribuido ao hidrogénio H20, com o passar do tempo,
diminui drasticamente sua intensidade, enquanto o tripleto em & 8,48, referente
ao hidrogénio H11, apresentou uma diminuicdo de intensidade menos
acentuada. Esse comportamento sugere um menor carater acido do hidrogénio
H20, da protonacdo do anel morfolina, em comparacao ao hidrogénio H11, do
substituinte etil no fragmento tiossemicarbazona.

Para avaliar a correlacao entre os hidrogénios na estrutura do ligante L1,
foi realizado o experimento Cosy *H-'H, cujo espectro é apresentado na Figura
57. Observa-se que os sinais em 8 11,36, 8 7,99 e & 3,86 ndo apresentam
correlagdo com outros sistemas de spin. Esse resultado confirma as atribui¢coes
feitas incialmente pela analise do espectro de RMN H, na qual esses sinais se
referem, respectivamente, aos hidrogénios H9 (NH hidrazinico), H7 (hidrogénio
inicialmente da fungcdo aldeido da vanilina) e H16 (substituinte metoxi da

vanilina).

160



Tese de Doutorado Velasques, J. M

Figura 57: Espectro Cosy 'H-'H obtido para o ligante L1 (14,1 T).
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No conjunto de spins referente ao substituinte etil do fragmento
tiossemicarbazona, sdo evidenciadas as correlagbes do sinal em & 3,60 (H12),
com os sinais em § 8,48 (H11) e § 1,16 (H13). J& no sistema de spin aromatico,
séo observadas correlagbes em meta entre o sinal em & 7,48 (H5) e o sinal em &
7,26 (H1), o qual relaciona-se igualmente em orto com o sinal em & 7,07 (H2).

Para os sinais dos hidrogénios alifaticos, os quais representam o grupo
morfolina na estrutura de L1, a andlise do espectro Cosy 'H-'H propiciou a
distincdo dos sistemas de spin proximos aos atomos de oxigénio e nitrogénio no
anel morfolina. Assim como evidenciado pelo experimento de TOCSY 1D, o sinal
em & 4,45, referente aos hidrogénios H18, correlaciona-se com um dos sinais
sobrepostos na regido de & 3,55. Esse resultado caracteriza o sinal em & 3,55
como sendo dos hidrogénios H19 da porc¢ao etil do substituinte morfolina.

Adicionalmente, o sinal sobreposto em § 3,55 correlaciona-se com o sinal
em & 3,23, que se refere a um dos sistemas de spin vizinhos ao atomo de
nitrogénio no anel morfolina. Dessa forma, os hidrogénios H21 e H25 podem ser
atribuidos aos sinais em § 3,23 e ao sinal sobreposto em § 3,55, ndo sendo

possivel a distingcao entre eles.
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O sinal em & 3,81 correlaciona-se com o sinal em & 3,97. Por essa
observagéo, pode-se propor que o sinal em & 3,97 representa os hidrogénios H24
enquanto o sinal em & 3,81 os hidrogénios H24 do sistema de spin vizinho ao
atomo de oxigénio no anel morfolina.

O anel morfolina, por ser um anel alifatico derivado do ciclohexano, pode
apresentar-se sob diferentes conformacdes, podendo estar na conformacao
“cadeira” ou “barco”, sendo esta Ultima a mais estavel. Essa condicao faz com
gue os hidrogénios de um mesmo sistema de spin sejam diferenciados em axiais
e eguatoriais, conforme representado no Esquema 18 [152]. Assim, o0
comportamento dessa espécie em solucdo pode ocasionar uma diferenciacéo
nos sinais dos hidrogénios nessas posicdes, 0 que pode explicar a observacao
de quatro sinais distintos no espectro de RMN !H para o ligante L1, além da nédo
distincdo entre os pares de sistemas de spin vizinhos aos heteroatomos.
Ademais, a presenca dos atomos de oxigénio e nitrogénio no anel morfolina
ocasionam um alargamento desses sinais, dificultando a definicdo da
multiplicidade e por consequéncia, a determinagdo das constantes de
acoplamento relacionadas.

Esquema 18: Representacdo dos hidrogénios em posi¢des axiais e equatoriais no
anel morfolina, com a indicacdo dos respectivos deslocamentos quimicos

apresentados.
63,52
Ha He

53,81 Ha\‘&N

He = hidrogénio equatorial
Ha = hidrogénio axial

Para a caracterizacdo dos atomos de carbono na estrutura de L1, foi
obtido o espectro de RMN 3C{*H}, o qual é apresentado na Figura 58. Foram
realizados os experimentos bidimensionais de HSQC 'H-13C{H} e HMBC *H-
13C{1H} para observacdo das correlacGes diretas e a longa distancia entre os

atomos de carbono e hidrogénio na estrutura de L1, complementando a
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caracterizagcdo dos atomos de carbono. Os mapas de contorno obtidos séo

apresentados nas Figuras 59 e 60.

Figura 58: Espectro de RMN *C{*H} obtido para o ligante L1 (14,1 T).
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Figura 59: Mapa de contorno HSQC *H-*C{*H} obtido para o ligante L1 (14,1 T).
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Figura 60: Mapa de contorno HMBC *H-13C{*H} obtido para o ligante L1 (14,1 T).
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O espectro de RMN 13C{!H} para o ligante L1 apresenta 17 sinais distintos,
concordando com o nimero de carbonos da estrutura proposta para 0 composto.
A partir das correlacdes observadas pelo mapa de contorno HSQC 'H-3C{H},
foram atribuidos os deslocamentos quimicos referentes aos atomos de carbono
aromaticos ndo quaternarios C1, C2 e C5 em 6 121,46; 6 113,82 e & 109,79,
respectivamente. Os valores de deslocamento quimico observados estdo
proximos a faixa para carbonos aromaticos (6110-175) [152].

Os sinais referentes aos carbonos C12 e C13 do substituinte etil da porcéo
tiossemicarbazona foram observados na regido de maior blindagem do espectro,
em & 38,27 e § 14,73 respectivamente. Os sinais em § 63,68 e § 54,93 foram
atribuidos respectivamente aos carbonos C18 e C19 do substituinte morfolina.

Em funcdo da similaridade de ambiente quimico, os carbonos do anel
morfolina, C22 e C24, originam um mesmo sinal alargado em & 63,23. Da mesma
forma, os carbonos C21 e C25 do anel morfolina apresentam um mesmo

deslocamento quimico em § 51,91.
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Conforme esperado, observou-se a auséncia de sinais no mapa de
contorno HSQC 'H-13C{!H} para os quatro carbonos quaternarios na molécula
(C3, C6, C4 e C10). Assim, através das correlacdes a longa distancia no mapa
HMBC !H-13C{!H}, forma definidos os sinais destes carbonos. Os carbonos
quaternarios do anel aromatico da por¢éo vanilina, C3, C6 e C4, foram atribuidos
aos sinais em § 149,45; § 128,25 e § 145,62. O sinal referente ao carbono C4,
em § 145,62, foi atribuido indiretamente por exclusdo, uma vez que este carbono
nao apresentou correlagbes com hidrogénios a longa distancia.

Considerando a posterior coordenac¢do do ligante L1 através dos atomos
de nitrogénio e enxofre, a atribuicdo dos sinais referentes aos carbonos do grupo
tioamida (C10) e iminico (C7) é de extrema importancia quando se visa a
posterior caracterizacdo dos respectivos complexos. Dessa forma, o sinal em &
176, 55 foi atribuido ao carbono C10, enquanto o sinal em & 141,98 ao carbono
C7. Pode-se observar que o carbono do grupo tioamida apresenta-se como o
mais desblindado no espectro, em fungéo da ligacéo direta ao atomo de enxofre.
Esse comportamento € comum a ligantes tiossemicarbazona, o que pode ser
exemplificado pelo trabalho de Silva, D.; et al, onde para o ligante vanilina-
morfolina-tiossemicarbazona, o deslocamento para o carbono do grupo tioamida
foi de 8177,5 [102]. Da mesma forma, Farias, R.; et al reportou um valor de
deslocamento quimico para o carbono do grupo tioamida em 8177 para ligantes
tiossemicarbazonas derivados de cinemaldeido [54].

Quanto ao deslocamento quimico apresentado pelo carbono iminico
(HC=N), de 56141,98, estd também de acordo com o reportado por Silva, D.; et al
(6142,5) e Farias, R.; et al (6144) [54,102]. Na Tabela 16 a seguir sdo
apresentadas as atribuicdes feitas para os atomos de hidrogénio e carbono da

estrutura do ligante L1.
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Tabela 16: Atribuicdes feitas por RMN para os atomos de hidrogénios e carbono
presentes na estrutura do ligante L1.

. Deslocamento quimico (&

Posicao ™ s ) TG
1 7,26; dd; [1H]; J=6 Hz 121,46
2 7,07;d; [1H]; J=6 Hz 113,82
3 * 149,45
4 * 148,62
5 7,48;d;[1H]; J=6 Hz 109,79
6 * 128,25
7 7,99; sai; [1H] 141,89
9 11,37; sa; [1H] ok
10 * 176,50
11 8,47;t;[1H]; J=6Hze J=12Hz xk
12 3,59; d+q; [2H]; J= 6 Hze J =12 Hz 38,27
13 1,16;t;[3H]; J=6Hze J=12Hz 14,73
16 3,85; s; [3H] 56,03
18 4,46; sai; [2H] 63,68
19 3,54; sy; [4H] 54,93
20 11,16; sa; [1H] *x
21 3,52; sai; [4H] 51,91
22 3,81, ta; [2H] 63,23
24 3,97; dai; [2H] 63,23
25 3,23; Sai; [2H] 51,91

Multiplicidade 4: sinal alargado.
* = Carbono quaternario.
** = Hidrogénio ligado a nitrogénio.

A partir da elucidacao estrutural do ligante L1, foram feitos experimentos
de RMN a fim de realizar a caracterizagcdo dos complexos J1-4 em solucéo. A
caracterizacdo por RMN permitiu comprovar a obtencdo dos complexos bem
como identificar a presenca ou nao de isbmeros em solucéo. Desta forma, foram
realizados os experimentos unidimensionais de RMN !H, RMN 33C{'H}
(DEPT135) e 3'P{!H} e bidimensionais HMBC 'H-13C{*H} e HSQC H-*C{‘H}

para 0os quatro complexos sintetizados.

Uma primeira andlise dos espectros de RMN !H obtidos para os
complexos evidencia a obtencdo de compostos puros e a existéncia de apenas
uma espécie em solugcdo, com o numero de sinais e valores de integracdo
coerentes com o numero de hidrogénios propostos para as estruturas. Ainda
corroborando com esse resultado, os espectros de RMN 3'P{H} obtidos para os
quatro complexos apresentaram apenas um sinal, evidenciando a presenca de

um unico ligante fosfinico nas estruturas. Nas Figuras 61 e 62 sdo apresentados
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os espectros de RMN 'H e S3P{!H} adquiridos para o complexo
[PACI(L1)(PPh3)]Cl (J1), bem como o sistema de numeragédo adotado para a

caracterizacao.
Figura 61: Espectro de RMN *H obtido para o complexo J1 (14,1 T).
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Figura 62: Espectro de RMN 3!P{*H} obtido para o complexo J1 (14,1 T).
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No espectro de RMN 'H do complexo J1 observam-se tanto os sinais
caracteristicos do ligante L1 quanto do ligante trifenilfosfina, em uma propor¢ao
1:1, concordando com a presenca destes na esfera de coordenacao, conforme
proposto. O sinal referente ao hidrogénio H20 do ligante L1, oriundo da
protonacdo do anel morfolina, ndo foi observado no espectro de J1. Essa
condicéo coincide com o observado no espectro na regiao do IV obtido para o
complexo, demonstrando a desprotonacdo do anel morfolina quando da
coordenacao de L1 ao centro metalico. Além disso, essa caracteristica estrutural
pode justificar a diminuicdo da solubilidade em agua apresentada pelo complexo
J1 quando comparada a solubilidade do ligante L1 livre.

Para o espectro RMN 'H do complexo J1, em comparacédo ao espectro
obtido para L1, observa-se um efeito de blindagem do hidrogénio hidrazinico
(H9), sendo deslocado de 611,37 para 610,99. Esse efeito ndo era esperado em
funcdo da proximidade do hidrogénio hidrazinico do nucleo coordenante no
ligante L1. Comumente a coordena¢do do enxofre (tioamida) e do nitrogénio
(grupo C=N) promove uma deslocalizacéo eletronica na por¢céo -N-NH-C=S em

direcdo ao centro metélico, desblindando o hidrogénio hidrazinico [112,199]. Por
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essa condicao esse hidrogénio é reconhecido como 0 mais acido na estrutura de
ligantes tiossemicarbazonas, onde muitas vezes acaba sendo removido por uma
base do meio, fazendo com que o ligante atue de forma aniénica [199]. Nesse
contexto, a blindagem sobre o hidrogénio hidrazinico (H9) pode indicar um
deslocamento de densidade eletrénica do Pd" em diregdo ao ligante L1,
caracterizando um efeito de retrodoacédo pronunciado. Ainda, uma vez que se
observa a persisténcia do sinal para o hidrogénio H9, pode-se aferir que o ligante
L1 coordenou-se ao ion Pd'" na forma neutra, tornando o complexo metalico

catiénico.

O sinal referente ao hidrogénio H11 do grupo NH tioamida da porcao
tiossemicarbazona, que apresentou um sinal dubleto na regido de & 8,47 para o
ligante L1 livre, sofre um efeito de blindagem na estrutura de J1. O sinal para
esse hidrogénio € deslocado para a regido de hidrogénios arométicos, sendo
sobreposto aos sinais dos hidrogénios do ligante trifenilfosfina em & 7,56.
Hidrogénios de grupos amida, em funcédo do efeito quadrupolar do nitrogénio,
apesentam sinais alargados e pouco definidos, ocorrendo em uma ampla regiéo
do espectro (65,0 a 9,0), podendo dessa forma coincidir com 0s sinais para

hidrogénios aromaticos (66,5 a 8,0) [152].

O hidrogénio aromatico H5, pertencente ao sistema orto-para substituido,
sofre um efeito anisotropico de desblindagem em funcao de sua proximidade do
sistema ntC=N coordenado. Esse efeito faz com que ocorra um deslocamento do
sinal para esse hidrogénio, de § 7,48 (ligante L1 livre) para & 8,24. Assim como
para a H5, o hidrogénio H1 sente um efeito de desblindagem, podendo ser da
mesma forma justificado pela proximidade deste hidrogénio do nucleo
coordenante, tendo o sinal sobreposto aos hidrogénios do ligante trifenilfosfina,
em 3 7,56.

O sinal referente ao hidrogénio iminico (H7) apresentou deslocamento
pronunciado para regides de maior desblindagem em relacdo ao ligante L1 livre,
sendo deslocado de § 7,99 para § 8,29. Além disso, observa-se uma modificacéo
na multiplicidade para esse sinal, sendo um singleto para o ligante L1 livre e um

dubleto (J = 4,8 Hz) para o complexo J1. O hidrogénio H7 ndo apresenta
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hidrogénios a distancias J2 ou J3, o que justificaria o acoplamento observado,
porém encontra-se a uma distancia J* do atomo de fésforo do ligante

trifenilfosfina, podendo justificar um acoplamento H-P a longa distancia.

Quanto aos hidrogénios do grupo morfolina, os sinais alargados
observados no espectro do ligante L1 livre apresentaram maior definicdo com a
coordenacdo ao centro metalico. Apesar disso, pelo distanciamento destes
sistemas de spin do nucleo coordenante, os sinais para os hidrogénios H18, H19,
H21, H22, H24 e H26 nao sofreram deslocamentos pronunciados em
comparacao ao espectro do ligante L1 livre. A presenca desses sinais demonstra

a integridade dessa porcédo do ligante apos a coordenacao.

Ainda sobre o fragmento morfolina, no espectro do ligante L1 os sinais
dos hidrogénios H21 e H25 apresentaram-se sobrepostos na regido de & 3,55 e
para o complexo J1 observou-se o deslocamento de um desses sinais para &
3,26. Relacionando com o mapa de contorno HSQC 'H-13C{H} obtido para o
ligante L1, observou-se uma correlacéo do sinal referente ao carbono C25 a um
sinal em 6 3,23. Dessa forma, o sinal deslocado para & 3,26 no complexo J1 pode
ser atribuido aos hidrogénios H25 do anel morfolina.

O efeito de blindagem observado para todos os hidrogénios proximos ao
ndcleo coordenante no ligante L1 (H11, H9, H7, H1 e H5), reforcam a hipbtese
da ocorréncia de retrodoacdo com a densidade eletrdnica do centro metélico
sendo deslocada em dire¢do ao ligante L1.

Para o ligante trifenilfosfina, a sua presenca na esfera de coordenacao de
J1 é confirmada tanto pelo sinal multipleto caracteristico aos seus hidrogénios
aromaticos na regido de § 7,56, quanto pelo Unico sinal apresentado no espectro
de RMN 3!P{lH}. O sinal no espectro de RMN 3!P{*H} em & 27,79 encontra-se
coerente a valores reportados na literatura para complexos semelhantes em que
o ligante trifenilfosfina coordena-se em posi¢éo trans ao &tomo de nitrogénio do
ligante tiossemicarbazona [112,113]. Além disso, o0 sinal para o ligante
trifenilfosfina encontra-se deslocado para uma regido mais desblindada do
espectro em comparagéao ao ligante livre (6 -5), o que evidencia a coordenacéo
do atomo de fésforo [160-162].
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Para a analise dos atomos de carbono na estrutura de J1 foram realizados
os experimentos de RMN 3C{'H} (DEPT135), HSQC H-*C{*H} e HMBC K-
BC{'H}, cujos espectros sdo apresentados nas Figuras 63, 64 e 65,
respectivamente. No espectro RMN *3C{*H} (DEPT135), os sinais em fase
negativa representam os carbonos quaternarios e sp2 do complexo.
Figura 63: Espectro RMN *C{*H} (DEPT135) para o complexo J1 (14,1 T).
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Figura 64: Mapa de contorno HSQC 'H-*C{*H} obtido para o complexo J1 (14,1 T).
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Através das correlacbes diretas observadas pelo mapa de contorno
HSQC 13C-'H, foi possivel a caracterizacdo de todos os sinais no espectro RMN
13C{1H} (DEPT135) referentes aos atomos de carbono, segundo a estrutura
proposta para o complexo J1, com excec¢do do sinal para o carbono C10. O
carbono C7, pertencente ao grupo coordenante C=N da porcdo
tiossemicarbazona do ligante L1, apresentou-se como o sinal mais desblindado
no espectro, na regido de & 150,7. Quando comparado ao sinal observado no
espectro do ligante L1 (6141,89), verifica-se um efeito de desblindagem sobre
esse carbono. Esse efeito pode indicar a coordenacédo do atomo de nitrogénio
do grupo C=N ao Pd", uma vez que a densidade eletronica da dupla ligacdo
direciona-se ao nuacleo metalico, desblindando o carbono C7. Esse
comportamento é comum para ligantes tiossemicarbazonas coordenados sendo

reportado por trabalhos semelhantes na literatura [54,205].
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Esperava-se que o sinal referente ao carbono C10 do grupo tioamida
(C=S) sofresse um efeito de blindagem pela coordenacdo do atomo de enxofre
ao fon Pd'". Para o ligante L1 livre, o carbono C10 apresentou sinal em § 176,50
e, considerando a ocorréncia do efeito de blindagem, esse sinal deveria ocorrer
em regidbes de menores frequéncias, o que ndo foi contemplado pelos
experimentos realizados em funcdo do tempo de relaxacdo deste nucleo em
especifico. Essa problematica € igualmente reportada na literatura para ligantes
tiossemicarbazonas coordenados [54]. Assim, de forma indireta, pode-se supor
a coordenacédo do atomo de enxofre do grupo tioamida na estrutura do complexo
J1, sendo essa condicdo reforcada pela modificacdo observada no momento

dipolar da ligacédo C=S evidenciada pela andlise dos espectros de infravermelho.

Os sinais para carbonos aromaticos nao quaternarios puderam ser
caracterizados pela andlise das correlacdes diretas observadas no mapa de
contorno HSQC 3C-'H. Dessa forma, os sinaisem § 113,15, 5§ 114,76 e 5 126,94
foram atribuidos respectivamente aos carbonos C2, C5 e C1. Destaca-se 0s
deslocamentos pronunciados sofridos pelos sinais dos carbonos C5 e C1 em
comparacao ao ligante L1 livre (6109,79 [C5]; 6121,46 [C1]), caracterizando um
efeito de desblindagem sobre esses atomos. Essa condicdo pode estar
relacionada a proximidade destes carbonos do ndcleo coordenante no ligante

L1, o que também foi observado para os respectivos hidrogénios, H5 e H1.

A andlise do mapa de contorno HMBC H-13C{lH} permitiu a
caracterizacao dos sinais relacionados aos carbonos aromaticos quaternarios do
ligante L1 na estrutura do complexo J1. Por essa razdo, na Figura 65 é
apresentada uma ampliacdo do mapa de contorno HMBC 'H-13C{'H} na regido

de nlcleos aromaticos.
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Figura 65: Mapa de contorno HMBC *H-3C{*H} obtido para o complexo J1, com
ampliacdo da regido de hidrogénios e carbonos aromaticos (14,1 T).
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Pelo espectro de RMN H néo foi possivel atribuir com exatidédo o sinal
referente ao hidrogénio H1, em funcdo da sobreposicdo com o0s sinais dos
hidrogénios do ligante trifenilfosfina, na regido de & 7,56. A partir da correlacéo a
longa distancia, apresentada no mapa de contorno HMBC !H-3C{!H}, do
carbono C5 (6114,74) com o sinal em & 7,57, pode-se atribuir esse sinal ao

hidrogénio H1.

Os sinais referentes aos hidrogénios H1l (57,57) e H5 (88,24)
correlacionam-se a longa distancia com o sinal em sentido negativo em § 149,66.
Por essas correlacdes, esse sinal foi atribuido ao carbono quaternario C6. Ainda
o hidrogénio H1 correlaciona-se a longa distancia com o sinal em sentido
negativo em § 129,93, sendo esse sinal caracterizado como referente ao carbono

quaternario C3.

O sinal referente ao hidrogénio H2 apresenta correlacéo a longa distancia

com o sinal em sentido negativo em § 148,93. Esse sinal, por essa correlacéo,
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foi atribuido ao carbono quaternario C4. Considerando os sinais apresentados
no espectro RMN 3C{H} (DEPT135), existe ainda um quarto sinal em sentido
negativo na regido de § 130,09 que foi atribuido, por exclusdo, aos trés carbonos
equivalentes quaternarios do ligante trifenilfosfina. Na Tabela 17 sao
apresentados os dados e atribuicdes de RMN realizados para o complexo J1.

Tabela 17: Dados de RMN caracterizados para o complexo J1.

J1 Posicdo | H(8); Multiplicidade; [ [H]; J(Hz) 3 BC(8)
1 7,57 sa; [1H] 126,94
2 7,17 d; [1H]; J = 6 Hz 113,10
3 ** 129,73
4 *k 148,30
el 5 8,24; sal; [1H] 114,74
\1 Q @ 6 * 149,20
7 8,30; d; [1H]; J = 4,8 Hz 150,27
. Q: =0, W 9 10,99; sa; [1H] *
N/ \c| 10 *x nd.
H— ¢ 6 };6H3 11 7,67-7,44; m; [17] s
A 0,\5 12 3,59; ga; [2H]; J =6 Hz 54,94
LN 13 1,09;t; [3H]; J=6 Hz e J = 12 Hz 14,13
AD A2 16 3,80; s; [3H] 55,47
<7 _N 18 4,51;t;[2H]; J=6 Hz 63,42
2?(20) 25 19 3,22; dai; [2H]; I = 12 Hz 51,99
— 2? N — 20 ok ok
21 3,55; da; [2H]; J =12 Hz 51,99
22 3,97; dai; [2H]; =12 Hz 63,29
24 3,79; dai; [2H]; =12 Hz 63,29
25 3,26; da; [2H]; J =6 Hz 40,96
31p 27,29 o
134,15;
Hon 7,67-7,44; m; [17H] 131,35
130,09;
128,53

Multiplicidade: (s) singleto; (t) tripleto; (d) dubleto; (q) quarteto; (td) tripleto de dubletos; (m) multipleto. nd; ndo
determinado.
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Os espectros de RMN 1H, 31P{*H} e RMN 13C{*H} (DEPT135) obtidos para
o complexo J2 sdo apresentados nas Figuras 66, 67 e 68, respectivamente,
juntamente com o sistema de numeracdo adotado para a caracterizacao.
Considerando a similaridade estrutural com o complexo J1, os mapas de

contorno HSQC 'H-13C{'H} e HMBC 'H-3C{'H} sdo apresentados nos Anexos
17 e 18.

Figura 66: Espectro de RMN H obtido para o complexo J2 (14,1 T).
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Figura 67: Espectro de RMN 3!P{*H} obtido para o complexo J2 (14,1 T).
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Figura 68: Espectro RMN *C{*H} (DEPT135) para o complexo J2 (14,1 T).
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No espectro de RMN 'H obtido para o complexo J2, assim como
observado para o complexo J1, sdo identificados os sinais tanto dos hidrogénios
do ligante L1 quanto do ligante fosfinico em propor¢édo equimolar, concordando
com a esfera de coordenacgédo inicialmente proposta. A presencga do ligante
fosfinico na estrutura do complexo J2 foi caracterizada pelo multipleto em & 7,50,
o sinal dubleto de dubletos em & 7,31 (J = 6 Hz) e o singleto em & 2,35, com
integracdo para nove hidrogénios, referente aos substituintes metil dos anéis
fenila. Além da caracterizacdo dos hidrogénios do ligante fosfinico, o espectro
de RMN 3'P{1H} obtido para o complexo J2 apresenta um singleto na regido de

§ 25,91 referente ao atomo de fésforo coordenado.

O sinal referente ao hidrogénio H20 da protonacdo do anel morfolina do
ligante L1 n&o foi identificado no espectro obtido para L2. Assim como para o
complexo J1, essa condicdo pode justificar a baixa solubilidade em &gua
apresentada pelo complexo J2 e vem de encontro ao desaparecimento da banda
referente ao estiramento do grupo R3N*-H observada no espectro de IV. Ainda
se identifica a persisténcia do sinal referente ao hidrogénio hidrazinico (H9) do
fragmento tiossemicarbazona, indicando a coordenagao do ligante L1 na forma

neutra, atribuindo uma estrutura catiénica para o complexo J2.

Os sinais para os hidrogénios aromaticos H1 (67,26) e H5 (67,48) do
ligante L1, no complexo J2 apresentam-se deslocados para regides mais
desblindadas do espectro (H1 67,57; H5 57,24). O efeito de desblindagem sobre
esses hidrogénios pode ser resultante da proximidade com o ndcleo coordenante
no ligante L1, apresentando-se como mais um indicativo da coordenacéo. Além
disso, os sinais para os hidrogénios aminicos H11 (68,48) e H9 (611,37) séo
deslocados para maiores frequéncias (H11 67,25; H9 810,94) em relacdo ao
ligante L1 livre, indicando um efeito de blindagem sobre esses nucleos. Como
igualmente discutido para o complexo J1, esse comportamento nao era
esperado e pode significar uma transferéncia de carga do ion Pd" para o ligante

L1 na estrutura de J2.

Os atomos de carbono na estrutura do complexo J2 foram caracterizados

pela andlise conjunta do espectro RMN 2C{!H} (DEPT135) e dos mapas de
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contorno HSQC 'H-13C{*H} e HMBC 'H-13C{*H}. O nimero de sinais identificados
no espectro RMN 3C{!H} (DEPT135) estdo de acordo com o nimero de
carbonos previstos para a estrutura do complexo J2, onde o0s sinais para

carbonos sp? e quaternarios apresentam-se em sentido negativo.

Os hidrogénios e carbonos da porgao morfolina no ligante L1 apresentam
ambiente quimico e caracteristicas quimicas bastante semelhantes, o que
dificulta a definicdo e caracterizacdo dos respectivos sinais. Para o complexo J1,
os hidrogénios H19 e H25 apresentaram sinais sobrepostos na regiao de § 3,22
e a caracterizacdo dos respectivos carbonos, pela analise do mapa de contorno
HSQC H-1°C{*H}, demonstrou por correlacdo direta que ambos se
apresentavam em § 51,99. Para o complexo J2 foi possivel fazer a distingéo
entre os sinais destes carbonos, através das correlacdes diretas entre o sinal
referente aos hidrogénios H19 e o sinal em & 40,90. Enquanto o sinal para o
carbono C25 foi identificado na regido de 51,94, coincidente com o carbono C21,

seu equivalente no anel morfolina.

Da mesma forma que o observado para o complexo J1, o sinal referente
ao carbono quaternario C10 do grupo tioamida nao foi identificado no espectro
de RMN 13C{*H} (DEPT135) para o complexo J2. Mais uma vez essa situacéo
se deve muito provavelmente ao tempo de relaxacdo deste carbono, o que

dificultou o seu aparecimento no espectro.

O sinal para o carbono C7 do grupo C=N da por¢éo tiossemicarbazona foi
caracterizado por correlacdo direta ao hidrogénio H7 no mapa de contorno
HSQC 'H-13C{*H}, na regido de § 150,14. Considerando o valor de deslocamento
quimico para esse carbono identificado para o ligante L1 na regiéo de & 141,89,
observa-se um efeito de blindagem sobre esse carbono, evidenciando a
coordenacdo do &tomo de nitrogénio azometinico ao centro metéalico. Pela
analise do espectro de IV obtido para J2 nao foi observado um deslocamento
significativo para a banda do estiramento da ligacdo C=N, em comparacdo ao
ligante L1 livre. Dessa forma o comportamento observado para o sinal do
carbono C10 pode suportar a proposta de coordenacao bidentada do ligante L1

através dos atomos de nitrogénio e enxofre.
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Os sinais para os carbonos aromaticos C1 (6121,46), C5 (6109,79) e C6
(6128,25), proximos ao nucleo coordenante no ligante L1, apresentaram sinais
deslocados para regides mais desblindadas no espectro do complexo J2 (C1
6127,18; C5 6114,71; C6 56149,13). Esse resultado demonstra a perturbacéo
causada na estrutura do ligante L1, suportando a hip6tese de coordenacéo. Além
disso, os sinais para os demais carbonos aromaticos do ligante L1 (C2, C4 e
C3), bem como os da porcdo morfolina (C18, C19, C21, C22, C24 e C25) e
substituicao etil do fragmento tiosemicarbazona (C12, C13) em posi¢cdes mais
afastadas dos sitios coordenantes, ndo sofreram deslocamentos significativos
em comparacao ao ligante L1 livre. Na Tabela 18 sdo apresentados os dados e

atribuicbes de RMN obtidos para o complexo J2.
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Tabela 18: Dados de RMN caracterizados para o complexo J2.

H(8); Multiplicidade; [ [H];

J2 Posigéo 3(H2) 13C(8)

1 7,57 sai; [1H] 127,18

2 7,16 d; [LH]; J = 6 Hz 113,05

3 * 148,27

4 ** 126,85

— o 5 8,24; sal; [1H] 114,71

6 * 149,13

‘2 @ /@ 7 8,29; d; [1H]; J = 4,8 Hz 150,14
,\Q>/ S 9 10,94; sa; [1H] *k
9"”;‘N/ \CI 10 » nd.
H—={ o CH3 11 7,25; da; [1H] *x

N - (2’6 12 3,59; qar; [2H]; J = 6 Hz 54,87

T\ 13 1,08; t; [3H]; J=6 Hz e J = 12 Hz 14,14

“’%«9 16 3,80; s; [3H] 55,44

27 N 18 4,50; t; [2H]; J = 6 Hz 63,42

22 &jzs 19 3,27; da: [2H]; J = 12 Hz 40,90
L 29 %4 20 *% *%

21 3,55; daj; [2H]; J = 12 Hz 51,94

22 3,98; daj; [2H]; J = 12 Hz 63,26

24 3,77; da; [2H]; J = 12 Hz 63,26

25 3,24; da; [2H]; J =6 Hz 51,94
31p 25,91 o

o 7,51-7,48; m; [6H] 141,16; 134,03;
7,31; dd; [6H]; J = 6 Hz 129,10
R = CHs 2,35; sa; [9H] 21,01

Multiplicidade: (s) singleto; (t) tripleto; (d) dubleto; (q) quarteto; (td) tripleto de dubletos; (m) multipleto. nd; ndo

determinado.

Os espectros de RMN *H, 3!P{*H} e RMN *3C{'H} (DEPT135) coletados

para o complexo J3, bem como o sistema de numeracdo adotado para a

caracterizacao, sao apresentados nas Figura 69, 70 e 71. Os mapas de contorno
HSQC 'H-13C{*H} e HMBC 'H-13C{'H} obtidos e analisados sdo apresentados

nos Anexos 19 e 20.
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Figura 69: Espectro de RMN *H obtido para o complexo J3 (14,1 T).
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Figura 71: Espectro RMN *C{*H} (DEPT135) para o complexo J3 (14,1 T).
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O espectro de RMN 'H obtido para o complexo J3 apresenta sinais
referentes aos hidrogénios tanto do ligante L1 quanto do ligante fosfinico, em
proporcao 1:1, concordando com a esfera de coordenacdo proposta para o
complexo. A presenca do ligante fosfinico foi evidenciada pela caracterizacao de
um sinal multipleto, com integracdo para 6 hidrogénios, em & 7,71 e pelo sinal
tripleto de dubletos em 8 7,41 (J = 6 Hz; J = 12 Hz), também com integracao para
6 hidrogénios. A multiplicidade para os hidrogénios arométicos do ligante
fosfinico sofrem interferéncia pelo acoplamento destes nucleos com os
substituintes flior, o que pode ser observado no espectro do complexo J3
[152,166]. Ainda, o sinal unico singleto em & 25,57 observado no espectro de
RMN 31P{*H} demonstra a presenca de uma Unica espécie fosfinica na estrutura
do complexo J3, onde o atomo de fésforo encontra-se coordenado ao ion Pd".

Assim como o observado para os demais complexos da familia, identifica-
se a auséncia do sinal referente ao hidrogénio H20 da protonacdo do anel
morfolina no ligante L1. Essa condi¢cdo pode justificar a baixa solubilidade do
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complexo J3 em agua, quando comparada a do ligante L1 livre. Ainda se observa
a persisténcia do sinal referente ao hidrogénio hidrazinico (H9), onde o verifica-
se um deslocamento desse sinal para menores frequéncias (5610,86), em
comparacao ao ligante L1 (611,37). Esse resultado indica uma coordenacao na
forma neutra para o ligante L1, levando a forma¢do de um complexo catidnico,
além do efeito de blindagem do sinal sobre o hidrogénio H9 pode indicar a
ocorréncia de retrodoacdo na coordenacdo do ligante ao ion Pd'.
Adicionalmente, observa-se o mesmo efeito de blindagem sobre o hidrogénio do
grupo tioamida da porcéo tiossemicarbazona (L1 H11 58,48; J3 H11 57,58),
reforcando a hipétese de retrodoacéo.

O mesmo efeito de desblindagem sobre os hidrogénios aromaticos H5 e
H1 observado para os complexos J1 e J2, sdo observados para o complexo J3.
Para o ligante L1 os sinais para os hidrogénios H1 e H5 foram identificados nas
regibes de 8 7,26 e & 7,48, respectivamente, enquanto para o complexo J3 esses
sinais foram caracterizados em & 7,58 e § 8,25 . O efeito de desblindagem pode
indicar a alteracao na estrutura do ligante L1 oriunda da coordenag&o ao centro
metélico, uma vez que esses hidrogénios se apresentam préximos ao nucleo
coordenante na estrutura do ligante.

O espectro RMN BC{!H} (DPTQ-135) obtido para o complexo J3
apresentou o numero de sinais em concordancia com a estrutura inicialmente
proposta para o complexo J3, onde os sinais para carbonos sp? e quaternarios
apresentam-se em sentido negativo. A caracterizacdo dos sinais para 0S
carbonos foi realizada a partir da andlise dos mapas de contorno HSQC 3C-H
e HMBC H-13C{*H}.

Nesse contexto destacam-se os sinais referentes aos carbonos C7 (grupo
C=N) e C10 (tioamida), os quais estdo diretamente ligados aos atomos de
nitrogénio e enxofre coordenantes. O sinal para o carbono C7 foi identificado na
regido de 8 150,96, caracterizando um efeito de desblindagem deste nucleo em
comparacao ao ligante L1 livre (C7 6141,89).

Diferentemente do ocorrido para os demais complexos, para 0 composto
J3 o sinal em sentido negativo na regido de & 164,22 foi atribuido ao carbono

C10. Essa atribuigéo foi feita indiretamente por excluséo considerando a analise
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das relagées indiretas apresentadas no mapa de contorno HMBC 'H-3C{H}. O
sinal para esse carbono, quando comparado ao ligante livre (6176,50) é
deslocado para menores frequéncias, caracterizando um efeito de blindagem
sobre esse nucleo. Este efeito era esperado em funcdo da formacédo da ligacéo
S-Pd" ocasionar um enfraquecimento da ligacdo C=S, caracterizando um carater
de ligagéo simples para este grupo em decorréncia da coordenacéo.
Igualmente ao observado para os demais complexos da familia, os sinais
referentes aos carbonos dos grupos no ligante L1 que se encontram mais
afastados do ndcleo coordenante (C2, C4, C3, C18, C19, C21, C22, C24 e C25),
nao sofreram deslocamentos significativos com relacao ao ligante livre. Dessa
forma, na Tabela 19 séo apresentados os dados e atribuicdes de RMN obtidos

para o complexo J3.
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Tabela 19: Dados de RMN caracterizados para o complexo J3

J3 Posicdo | H(8); Multiplicidade; [ [H]; J(Hz) 13C(8)
1 7,58 sai; [1H] 127,00
2 7,17 d; [1H]; J=12 Hz 113,04
3 ** 125,64
4 * 148,29
5 8,24; sal; [1H] 114,73
] 6 ** 149,27
/@ 7 8,28;d; [1H]; J=4,8 Hz 150,43
”“g ’ 4/ 9 10,86: Sar; [1H] -
9H';‘N//h Pd\CI 10 ** 163,04
H=, . \%Hs 11 7,58; daj; [1H] o
. & Qs 12 3,59; sa; [2H]; 54,87
v % 0\1 13 1,09;t;[SH]; J=6HzeJ=12Hz 14,09
e 16 3,80: s: [3H] 51,95
27_N 18 4,50;t;[2H]; J=6 Hz 63,43
22 20525 19 3,27; It+dd;; [2H]; J = 6 Hz 40,98
L 297 20 - -
21 3,54; dai; [2H]; J = 12 Hz 55,79
22 3,97; da; [2H]; J = 12 Hz 63,26
24 3,78; da; [2H]; J =12 Hz 63,26
25 3,24; ta; [2H]; J = 6 Hz 55,79
3p 25,57 *
164,71,
7,74-7,69; m; [6H] 136,77,
Hon 136,77;
7,41; td; [6H]; J =6 Hz
126,02;
115,96

Os espectros de RMN !H, 3'P{*H} e RMN 3C{'H} (DEPT135) coletados

para o complexo J4, e o sistema de numeracao adotado para a caracterizacgao,

sdo apresentados nas Figuras 72, 73 e 74. Os mapas de contorno HSQC *H-

13C{1H} e HMBC H-13C{*H} obtidos e analisados sdo apresentados nos Anexos

21 e 22.
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Figura 72: Espectro de RMN *H obtido para o complexo J4 (14,1 T).
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Figura 74: Espectro RMN *C{*H} (DEPT135) para o complexo J4 (14,1 T).
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No espectro obtido para o complexo J4 foram identificados tanto os sinais
referentes aos hidrogénios do ligante L1, quanto ao ligante fosfinico, em
propor¢cdo equimolar, o que pode confirmar a estrutura proposta para o
complexo. A presenca do ligante fosfinico foi evidenciada pelos sinais multipleto
em § 7,57, com integracéo para 7 hidrogénios, e o dubleto de dubletos em & 7,06
(J= 12 Hz). Além disso, caracterizou-se o singleto em & 3,81, com integracao
para 9 hidrogénios, como sendo pertencente ao substituinte metoxila dos anéis
fenila do ligante fosfinico. Esse sinal em especifico apresentou-se bastante
préximo ao sinal referente aos hidrogénios do substituinte metoxila do anel
aromatica da porgéo vanilina (6 3,80), em funcdo da similaridade de ambiente
quimico entre esses grupos. Ainda a coordenacao do ligante fosfinico pode ser
evidenciada pelo aparecimento de um unico sinal singleto no espectro de RMN
31P{*H}, na regido de & 23,52.

Assim como o observado para os demais complexos da familia,

identificou-se a auséncia do sinal referente ao hidrogénio H20 da protonagéo do
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anel morfolina no ligante L1. Essa condi¢cdo concorda com o desaparecimento
da banda referente ao estiramento do grupo RsN*-H nos espectros IV, podendo
justificar a diminuicdo da solubilidade em agua observado para o complexo J4,
em comparacao ao ligante L1 livre.

O sinal para o hidrogénio hidrazinico (H9) foi identificado no espectro
obtidos para o complexo J4 na regido de § 10,84. O ndo desaparecimento deste
sinal pode indicar a coodenacédo do ligante L1 na forma neutra, levando a
formacdo de um complexo cationico. Adicionalmente, o efeito de blindagem
desse hidrogénio, identificado pelo deslocamento do sinal para menores
frequéncias com relagdo ao ligante L1 livre (811,37), pode indicar um
deslocamento de carga do centro metalico para o ligante, caracterizando um
efeito de retrodoacdo. Reforcando a hipotese da ocorréncia de retrodoacéo,
observa-se igualmente um efeito de blindagem do hidrogénio da funcéo tioamida
(H11), onde esse sinal foi deslocado de & 8,48, para o ligante L1 livre, para § 7,53
no complexo J4.

Semelhante ao observado para os demais complexos, identificou-se um
efeito de desblindagem sobre o hidrogénio aroméaticos H5, onde o sinal para esse
hidrogénio foi deslocado de & 7,48 no ligante L1 para & 8,25 no complexo J4.
Esse efeito de desblindagem préximo a regido coordenante do ligante L1 pode
indicar a coordenacdo do atomo de nitrogénio do grupo C=N, o que causa
perturbacdes nos nucleos préximos.

Os sinais identificados no espectro de RMN 3C{*H} (DPTQ-135) estdo de
acordo com o numero de carbonos segundo a estrutura proposta para o
complexo J4, onde os sinais em sentido negativo se referem aos carbonos spS e
quaternarios. A caracterizacdo dos sinais para os carbonos foi realizada a partir
da analise dos mapas de contorno HSQC 'H-*C{*H} e HMBC H-13C{*H}.

O sinal referente ao carbono quaternario C7, do grupo C=N, é deslocado
para maiores frequéncias, sendo identificado na regido de & 141,89 para o ligante
L1 e em & 150,05 para o complexo J4. Essa condicdo pode indicar a
desblindagem desse nucleo em funcéo da coordenacéo do atomo de nitrogénio
ao ion Pd", o que faz com que a densidade eletronica seja deslocada em direcéo

ao centro metéalico, desblindando o carbono C7.
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Assim como o observado para os complexos J1 e J2, o sinal para o
carbono da funcgéo tioamida (C=S) néo foi identificado no espectro obtido para
J4. Dessa forma, considerando a ocorréncia do efeito de blindagem, esse sinal
deveria ocorrer em regides de menores frequéncias, o que nao foi contemplado
pelos experimentos realizados em fungéo do tempo de relaxacéo deste nucleo.

Pela analise das correlacbes a longa distancia no mapa de contorno
HMBC !H-3C{'H}, os sinais para os hidrogénios do ligante fosfinico se
correlacionam aos sinais em § 161,28, § 135,64, & 126,81 e & 121,72. Em
especifico o sinal mais desblindado do espectro (6161,28) apresenta-se em
sentido negativo, podendo ser atribuido aos carbonos quaternarios do ligante
fosfinico diretamente ligados aos substituintes metoxila nos anéis fenila.

Como o observado para os demais complexos, 0s sinais referentes aos
carbonos dos grupos no ligante L1 que se encontram mais afastados do nudcleo
coordenante (C2, C4, C18, C19, C21, C22, C24 e C25), ndo sofreram
deslocamentos significativos com relacdo ao ligante livre. Dessa forma, na
Tabela 20 sdo apresentados os dados e atribuicbes de RMN obtidos para o

complexo J3.

190



Tese de Doutorado

Velasques, J. M

Tabela 20: Dados de RMN caracterizados para o complexo J4.

J4 Posicdo | !H(8); Multiplicidade; [[H]; J(Hz) 13C(8)

1 7,43; sai; [1H] 126,81

2 7,16; d; [1H]; J = 6 Hz 113,52

3 *x 121,32

o 4 *x 148,27

J ¢ 5 8,25; sal; [1H] 114,70

~ 6 *x 149,09

: 2 /@ 7 8,29; d: [1H]: J = 4,8 Hz 150,05
HN 14 9 10,84; sa; [1H] *x
N lpd. Q 10 - nd.
BN e \ 1 7,43; sai [1H] -

"\ o CH; 12 3,59; sa; [2H]; 54,86

“1 g °‘: 13 1,08; t; [3H]; J=6 Hz e J = 12 Hz 14,13

° o 16 3,80; s; [3H] 55,32

) &‘9 18 4,49; t; [2H]; J = 6 Hz 63,43

22/ 20\ 55 19 3,24; m; [4H]; 40,84
9% 20 Hok wok

21 3,55; da; [2H]; J =12 Hz 51,93

22 3,98; da; [2H]; J = 12 Hz 63,25

24 3,77; da; [2H]; J = 12 Hz 63,25

25 3,24; ta; [4H]; J = 6 Hz 51,93
3ip 23,52 *x

161,28;

" 7,56-7,52; m; [7H] 135,64

7,07; dd; [5H]; J = 12 Hz 125,73;

121,72

R= OCHjs 3,81; sa; [9H] 55,44

6.3 Estudo da ac&o antitumoral dos compostos

Apols a sintese e caracterizacdo, o perfil de acdo antitumoral preliminar

dos compostos foi avaliado. Para isso, inicialmente foi verificada a estabilidade

em solugédo dos complexos e em sequéncia foram realizados ensaios da agéo
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antitumoral, atividade antiproliferativa frente a células tumorais e normal,
determinacao da lipofilicidade e a interacdo dos compostos mais ativos com
biomoléculas (DNA e HSA).

Estudo da estabilidade em solucéao para os complexos

Considerando a natureza quimica diversa das ligacbes coordenadas em
comparacao a ligacdes covalentes, pode-se inferir diferencas na estabilidade de
moléculas organicas e complexos metélicos, quando se leva em conta o contexto
da aplicacdo medicinal desses compostos. Ligacdes coordenadas apresentam-
se mais fracas em comparacao a ligacfes covalentes, uma vez que nesse tipo
de ligacdo temos uma contribuicdo equivalente do carater ibnico e covalente
[206]. Essa condicao fica evidente ao se comparar a faixa de energia de uma
ligacdo coordenada tipica (50-150 KJ/mol) com a energia de uma ligagdo C-C
(300-400 KJ/mol) [207]. Dessa forma, quando se investiga o perfil farmacoldgico
de complexos metalicos, deve-se avaliar se a espécie mantem sua integridade,
considerando inicialmente os ensaios in vitro e posteriormente in vivo [208].
Nesse contexto, a integridade de um complexo metélico € considerada quando
nao sao verificadas alteracdes no nucleo coordenante da espécie, com a saida
ou troca de ligantes nas condicfes dos experimentos.

Considerando a baixa solubilidade em &agua apresentada pelos
complexos, para o0 ensaio de avaliagdo da atividade antiproliferativa os
compostos sdo solubilizados inicialmente em dimetilsulfoxido (DMSO) em
guantidade segura desse solvente, a qual ndo seja prejudicial as células. O
solvente DMSO apresenta natureza coordenante, em funcdo dos elétrons
isolados no atomo de enxofre, o tornando um sitio de ligagéo [209]. Assim, a
solubilizagéo dos complexos nesse solvente pode fazer com que ocorram trocas
de ligantes na esfera de coordenacdo dos compostos, originando outras
espécies.

Por essa razdo e visando a avaliacdo da estabilidade em solugcéo dos
compostos, foram coletados espectros de RMN H e 3'P{H} para os complexos
J1-4 e para os ciclopaladados JC1-4, em DMSO-ds, nos tempos de 0, 24 e 48 h.
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Os tempos foram selecionados tendo em vista o periodo de incubacao
usualmente aplicado aos ensaios de viabilidade celular. Dessa forma, sdo
apresentados nas Figuras 75, 76, 77 e 78 os espectros de RMN *H e 3'P{*H} do
experimento de estabilidade em solug¢édo, dos compostos JC1 e J1, selecionados
como representativos das duas familias de compostos. Os espectros para 0
experimento de estabilidade coletados para os demais compostos sao
apresentados nos Anexos 23 e 34.

Figura 75: Espectro de RMN *H coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o
ciclopaladado JC1 (14,1 T).
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Figura 76: Espectro de RMN 3P{*H} coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o
ciclopaladado JC1 (14,1 T).
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Figura 78: Espectro de RMN 3!P{*H} coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o
ciclopaladado J1 (14,1 T).
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Como pode-se observar pelos espectros apresentados, ndo foram
identificadas alteracbes ou deslocamentos significativos dos sinais
caracterizados para os compostos. Igualmente n&o foi identificado o surgimento
ou desaparecimento de sinais nos espectros de RMN 'H, podendo indicar que
nao foram formadas novas espécies em solucdo. Ainda, em especifico para os
espectros de RMN 31P{*H}, a persisténcia do sinal referente ao &tomo de fésforo
coordenado, demonstra que ndo houve a descoordenacao do ligante fosfinico
nas estruturas. Por essas consideracfes, pode-se estabelecer que os
compostos se mostraram estaveis no periodo avaliado, o que 0s torna

adequados aos ensaios de viabilidade celular.

Atividade antiproliferativa (MTT)

A avaliagdo da atividade antiproliferativa frente a células tumorais e néo
tumorais representa um dos ensaios preliminares in vitro para novos compostos

candidatos a farmacos antitumorais. Existem diversos bioensaios aplicados para
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essa finalidade, onde avalia-se a influéncia do composto em estudo sob o
crescimento celular de diversas linhagens [210]. Dentre esses ensaios, 0 ensaio
de viabilidade MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol]} tem
sido amplamente aplicado na avaliagdo de compostos, em especial para o
estudo do perfil biolégico de complexos metalicos [55,102,211-214]. Esse
ensaio colorimétrico baseia-se na reducdo do reagente MTT em cristais de
formazan pelas células metabolicamente viaveis, ou seja, células que
apresentam atividade mitocondrial, apés o periodo de incubacdo com a
substancia em estudo. Os cristais de formazan formados precipitam em meio
aguoso, em funcéo da insolubilidade, sendo extraidos por solventes organicos e
quantificados [210].

Uma célula em presenca de um xenobidtico, pode ter sua atividade
metabdlica interrompida tanto pela acdo citotoxica quanto pela acao citostéatica
dessa substancia. Agentes citotoxicos desencadeiam mecanismos que levam a
morte celular. Um composto que apresenta acao citostatica tem a habilidade de
inibir o crescimento celular sem causar a morte da célula [215,216]. Dessa forma,
quando se avalia o0 numero de células metabolicamente viaveis pelo ensaio de
MTT, ndo se pode fazer a distincdo entre o comportamento citostatico e
citotoxico do composto em estudo, sendo necesséria a realizacdo de ensaios
complementares. Ainda, os comportamentos citotoxico e citostatico ndo sao
excludentes, podendo haver a ocorréncia de ambos na agéo do composto [217—
219].

Assim, apds a verificacdo da estabilidade em solucdo, a atividade
antiproliferativa dos ciclopaladados JC1-4, do ligante L1 e dos complexos J1-4,
foi avaliada frente a linhagens tumorais e uma linhagem de fibroblastos de
pulm&o humano (MRC-5). Para os ciclopaladados, a agédo antiproliferativa foi
investigada frente a 2 linhagens de adenocarcinomas humanos, MCF-7 (mama)
e A549 (pulm&o). Ja para o ligante L1 e para os complexos J1-4, além das
linhagens testadas para os compostos ciclopaladados, foi avaliada a acao
antiproliferativa frente a células da linhagem MDA-MB-231 (mama) e DU-145
(prostata). A cisplatina foi utilizada como farmaco de referéncia para os

experimentos, servindo como padrao comparativo. Os ensaios com as linhagens
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MCF-7 e MDA-MB-231 para o ligante L1 e para os complexos J1-4 foram
realizados em parceria com o Prof. Dr. Sérgio de Albuquerque e a Dra. Zumira
A. Carneiro FCFRP-USP.

A partir dos experimentos de MTT foram obtidos os valores de
concentragdo inibitoria minima (ICso) para cada composto frente as linhagens
celulares avaliadas. Com os valores de ICso para as linhagens A549 e MRC-5,
foram determinados os indices de seletividade (Sl) pela razédo ICso MRC-5/ ICso
A549.Tanto os valores de ICso quanto de Sl obtidos para os compostos sao
apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Valores de ICso obtidos pelo ensaio de MTT para os compostos JC1-4, L1,
e J1-4, frente as linhagens tumorais MCF-7 (mama), MDA-MB-231 (mama), A549
(pulméo) e a linhagem nao tumoral MRC-5 (pulmao). Os indices de seletividade Sl

foram calculados pela relacdo 1Cso MRC-5/ICsq A549.

Composto ICs0 (UM) S|
MCF-7 MDA-MB-231 A549 MRC-5 (MRC-5/A549)

JC1 19,22 + 2,75 *k >80 22,35+ 1,74 0,279
JC2 26,33 + 0,27 *x 49,35 + 0,75 | 28,92 + 0,17 0,586
JC3 22,39 + 0,38 *x 48,19 + 0,36 | 25,78 + 0,58 0,534
JC4 22,91+ 1,90 *x 79,75+ 2,69 | 8,12 + 0,49 0,101

Cisplatina* >50 *x 23,36 + 0,42 | 19,86 + 1,22 0,850
L1 97,9 + 3,27 71,34 + 3,69 1,82 + 0,10 > 100 54,00
J1 39,17 £ 9,63 | 66,35+ 0,74 1,51 +0,11 | 26,20 + 1,16 17,35
J2 48,87 + 9,37 | 58,91 + 4,93 3,20+ 0,15 | 24,21 + 0,18 7,56
J3 38,14 + 4,03 | 68,80 + 3,54 1,74 + 0,10 | 29,16 + 0,69 16,75
J4 41,10+ 6,21 | 67,87 + 2,76 2,64 +0,65 9,62+ 1,51 3,64

Cisplatina** | 60,58 + 4,63 | 61,59 + 3,02 23,36 +0,42 | 12,05+ 0,98 1,93

* valores de ICso obtidos no laboratério de cultivo celular do departamento de Quimica Analitica,
fisico Quimica e Inorgénica.

**valores de ICso obtidos em colaboracdo com o Prof. Dr. Sérgio de Albuquerque do Depto. de
Andlises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatologicas.

Os valores de ICso obtidos para os compostos ciclopaladados JC1-4 frente
as linhagens celulares avaliadas mostraram-se similares, estando em uma
mesma ordem de grandeza. Para a linhagem celular tumoral MCF-7, todos os
compostos mostraram maior atividade inibitéria em comparacdo a cisplatina,
onde os valores de ICsp ficaram na faixa de 19,22 a 26,33 uM (cisplatina [ICso
>50 uM]). Esse resultado pode estar relacionado a aspectos cinéticos dos
mecanismos de trocas de ligantes nas esferas de coordenagdo quadraticas

plana de compostos de Pd" e Pt'. A combinacdo de ligantes volumosos
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derivados de trifenilfosfina e do ligante quelante oxima ortometalado pode ter,
como o proposto no planejamento estrutural dos compostos, aumentado a
estabilidade cinética dos ciclopaladados no meio celular, fazendo com que esses
mantivessem a sua estrutura intacta para a interacdo com 0s possiveis alvos
biolégicos [220]. Os valores de ICso obtidos para os compostos JC1-4 frente a
linhagem MCF-7 estdo de acordo com valores reportados para outros compostos
ciclopaladados [221-223].

Em contrapartida, os valores de ICso apresentados pelos ciclopaladados
JC1-4 frente a células tumorais A549 [ICso 48,19 uM a 80,00 uM], demonstraram
que essa linhagem se apresenta menos sensivel aos compostos em
comparacdo a cisplatina [ICso 23,36 uM]. Resultados semelhantes tem sido
apresentados na literatura para compostos ciclopaladados frente a linhagem
A549, como o trabalho de Albert, J.; et al, onde, compostos ciclopaladados
derivados de aminas primarias apresentaram maiores valores de ICso em
comparacao a Cisplatina [ICso 100 a 18 uM] [222]. Outros trabalhos demonstram
0O mesmo comportamento para compostos ciclopaladados, o que pode
demonstrar uma tendéncia de menor atividade inibitéria frente a linhagem A549
para esses compostos [224,225]. No que se refere a relacéo estrutura/atividade
dos compostos JC1-4, pelos resultados obtidos com as linhagens tumorais, a
substituicdo em posicdo para nos anéis fenila do ligante trifenilfosfina, para esse
sistema, nao influiu significativamente na acao antiproliferativa apresentada.

A linhagem de fibroblastos de pulmé&o, MRC-5, foi selecionada para
investigar o comportamento dos compostos frente a células ndo tumorais e ainda
avaliar a seletividade frente a linhagem tumoral A549. De acordo com os valores
de ICso obtidos para os ciclopaladados JC1-4 para essa linhagem, os compostos
apresentaram baixa seletividade entre as células tumorais e ndo tumorais,
apresentando melhor acao antiproliferativa frente a linhagem MRC-5 [ICso 8,12
uM a 28,92 uM]. Apesar disso, estudos recentes tém reportado a possivel
associacdo de fibroblastos ao crescimento e proliferagdo de células tumorais,
pela producao de fatores de crescimento, como por exemplo EG, FGF2, PDGF-
o/B, VEGF-A/C, HGF e CTGF. Adicionalmente, os fibroblastos podem aumentar

a vascularizacdo (neoangiogénese), melhorando a rigidez e resisténcia de
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células tumorais [226,227]. Essa nova abordagem da a¢do de compostos com
foco no ambiente tumoral extracelular abre novas possibilidades de investigacéo
quanto a atividade antiproliferativa de compostos frente a linhagem MRC-5,
vindo ao encontro do contexto de que compostos ciclopaladados podem induzir
diferentes mecanismos de morte celular, quando comparado a cisplatina e
complexos de Pt [228-231]. Dessa forma, novos experimentos com o0s
ciclopaladados JC1-4 devem ser feitos para averiguar essa proposicao.

E proposto que compostos que apresentam valores de ICso menores do
que 10 uM frente a linhagens tumorais sado considerados promissores agentes
antineoplasicos. Ainda, substancias que apresentam indice de seletividade (SI)
superiores a 3, sdo apontadas como seletivas a linhagem tumoral em estudo
[232]. Neste contexto, pelos valores de ICso obtidos para o ligante L1 e para os
complexos J1-4, pode-se observar que esses compostos nao apresentaram
atividade significativa frente as células tumorais de mama (MCF-7 [ICso0 38,10 uM
a 100 uM] e MDA-MB-231 [ICso 58 uM a 71,34 uM]), apesar de mostrarem-se
mais ativos em comparacao a cisplatina, com excecéo do ligante L1 (MCF-7 [ICso
100 uM] e MDA-MB-231 [ICso: 71,34 uM]). Entretanto, quando analisados o0s
valores de ICso obtidos para a linhagem tumoral de pulméo, A549 [ICs0 1,51 uM
a 3,20 pM], e nédo tumoral, MRC-5 [ICs0 9,62 uM a 100 uM], observa-se uma
elevada acdo inibitéria e seletividade dos compostos.

Para a linhagem A549, os valores de ICso obtidos tanto para o ligante L1
guanto para os complexos J1-4, sdo da mesma ordem de grandeza, o que pode
indicar uma relacéo direta da atividade inibitéria apresentada pelos complexos
com a presenca do ligante tiossemicarbazona. A contribuicdo de ligantes
tiossemicarbazonas na atividade de seus complexos derivados frente a linhagem
A549, foi igualmente reportado por Farias, et al, para complexos de Ni(ll)
contendo ligantes cinamaldeido-tiossemicarbazona (trans-cinamaldeido-N(4)-
etil-tiossemicarbazona [ICso 2,31 uM]; complexo Ni(ll) derivado [ICso 1,06 uM)
[54]. Essa observacdo pode indicar que o ligante L1 representa um grupo
farmacoforico na estrutura dos complexos J1-4, sendo fundamental para a

atividade frente a linhagem A549 e que, em contrapartida, os ligantes fosfinicos
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podem nao estar diretamente associados a acao antitumoral dos compostos,
funcionando como grupos auxiliares

Entre os complexos, com respeito a relacdo estrutura/atividade, os
compostos J1 e J3, que apresentam os ligantes trifenilfosfina e p-fldor-
trifenilfosfina, apresentaram acgdo antiproliferativa semelhante frente as 4
linhagens avaliadas. Ainda, ambos 0s complexos se apresentaram como 0s mais
seletivos frente a linhagem tumoral A549, com indices de seletividade de 17,35
para o complexo J1 e 16,75 para o complexo J3. Esses resultados podem indicar
que a substituicdo na posicao para, dos anéis fenila no ligante trifenilfosfina por
grupos retiradores de elétrons, para esse sistema, ndo interfere na acao
inibitéria, podendo estar envolvido um mecanismo de acdo antiproliferativa
semelhante para esses complexos.

Analisando os resultados para os complexos J2 e J4, que apresentam 0s
ligantes p-toluilfosfina e p-metoxifosfina, observam-se maiores valores de ICso
frente as linhagens celulares tumorais avaliadas dentre os complexos da familia.
Ainda, observam-se, para esses compostos, os menores valores de ICso para a
linhagem MRC-5, levando a menores valores de indice de seletividade (J2 [SI
7,56]; J4 [SI 3,64]. Esses resultados podem demonstrar que a substituicdo na
posicdo para dos anéis fenila do ligante trifenilfosfina, por grupos ativantes como
metil e metoxila, pode estar associada a uma menor acao inibitéria e menor
seletividade frente as células tumorais A549.

Como discutido, os compostos J1-4 juntamente com o ligante L1
demonstraram promissora atividade antiproliferativa frente a linhagem A549 e
acao pouco significativa frente as linhagens tumorais de mama avaliadas. Sob
esses resultados e buscando verificar se de fato os compostos apresentam acao
inibitoria seletiva as células tumorais de pulmdo em detrimento de células de
outros tecidos, a atividade antiproliferativa do complexo J1 foi testada frente a
linhagem tumoral de prostata DU-145. O complexo J1 foi selecionado como
representativo da série de compostos para esse ensaio em funcdo de
apresentar-se 0 mais ativo para a linhagem A549 dentre os complexos e com

acao inibitoria semelhante ao ligante L1 para essa mesma linhagem. Os valores
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de ICso obtido para o complexo J1 frente & linhagem DU-145, em comparagao

as demais linhagens testadas, sdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22: Valores de ICso do complexo J1 obtidos para as linhagens tumorais MCF-7
(mama), MDA-MB-231 (mama), A549 (pulm&o), DU-145 (préstata), para a linhagem
ndo tumoral MRC-5 (pulméo) e Sl (ICso MRC-5/ICso A549).

Com ICs0 (UM) Sl
P DU-145 MCF-7 MDA-MB-231 A549 MRC-5 (MRC-5/A549)
J1 27,43+£0,98 | 39,17+ 9,63 66,35+ 0,74 1,51+0,11 | 26,20+1,16 17,35

Comparando os valores de ICso para J1 apresentados na Tabela 22, em
especial para a linhagem DU-145, novamente 0 composto apresentou baixa e
discrepante acéo inibitéria em comparacao a apresentada para a linhagem A549.
Esse resultado pode reforcar a ideia de especificidade da acgéo inibitéria dos
compostos da série com relacdo a linhagem A549.

Analisando-se e comparando as curvas de viabilidade celular obtidas
frente as células A549, para o ligante L1 e os complexos J1-4, observa-se que
nao ocorre uma modificacdo significativa da viabilidade celular na faixa de
concentracdo entre 50 e 3 ug/mL. Ja para a linhagem nao tumoral MRC-5,
verifica-se um comportamento dose/resposta, com a alteracdo da viabilidade
celular em funcdo do aumento ou diminuicAo da concentracdo desses
compostos, conforme é apresentado nos graficos de viabilidade celular da

Figura 79.

Figura 79: Graficos de viabilidade celular obtidas para os compostos J1-4 e L1 frente
as linhagens A549 (tumoral pulméo) e MRC-5 (fibroblastos pulmao).
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Sabe-se que o ensaio de MTT avalia a porcentagem de células viaveis,

ou seja, ceélulas metabolicamente ativas e que a inativacdo metabdlica pode estar
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associada a morte celular (acdo citotdéxica) ou a uma intervencdo nos
mecanismos envolvidos no processo de divisdo celular, ndo necessariamente
levando a morte da célula (acéo citostatica) [215,233]. Em vista disso, pode-se
propor a hipétese de ocorréncia de um mecanismo de inibig&o citostatico para
os complexos J1-4 e para o ligante L1 frente a linhagem A549. Para se constatar
essa hipdtese e avaliar o carater citotoxico e/ou citostatico dos compostos é
necessario a realizacdo de ensaios complementares com a linhagem A549,
como o ensaio BrDU (bromodesoxiuridina), que faz a diferenciacao das células
que estdo na fase de duplicacéo celular (fase s), das células em processo de
morte [219]. Ainda podem ser realizados ensaios de morte celular e ciclo celular
com células A549, para avaliar a existéncia de citotoxicidade e, se o
comportamento citostatico de fato existir, em qual fase do ciclo os compostos
restringem a diviséo celular.

Diante dos resultados de atividade antiproliferativa apresentada para os
compostos ciclopaladados, JC1-4, para o ligante L1 e seus complexos de Pd',
J1-4, foi demonstrado que a familia de complexos J1-4 mostrou-se mais
promissora como candidatos a farmacos antitumorais. Essa afirmativa baseia-se
na maior ac¢ao inibitéria dos complexos J1-4 [ICso 1,51 uM a 3,20 uM] frente as
células tumorais A549, em comparacao aos ciclopaladados JC1-4 [ICso 48,19
uM a 80 uM], além da maior seletividade para essa linhagem apresentada pelos
complexos J1-4. Analisando-se o papel dos ligantes fosfinicos na estrutura dos
compostos metdlicos, para essa linhagem em especifico, pode-se inferir que
esses ligantes ndo influiram significativamente na atividade inibitéria.
Comparando os pares de compostos ciclopaladados e complexos com mesmo
ligante fosfina, como os compostos JC1 e J1, verifica-se uma grande diferenca
nos valores de ICso [JC1 ICso >80 uM; J1 ICso 1,51 uM]. Essa condigéo reforca
a importancia da presenca do ligante L1 na esfera de coordenacdo dos
compostos para a agdo antitumoral dos complexos J1-4.

Quando se comparam os valores de ICso frente as células tumorais de
mama, MCF-7, os compostos ciclopaladados JC1-4 [ICs 26,33 uM a 19,22 uM]
mostram-se mais ativos em comparacéo aos complexos J1-4 [ICso 48,87 uM a

38,10 uM]. Como os compostos ciclopaladados mostraram alta toxicidade frente
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a linhagem de pulm&o nao tumoral MRC-5 [ICso 8,12 uM a 28,92 uM], é
necessario averiguar se esse comportamento pode também ocorrer frente a
linhagem n&o tumoral de mama, MCF-10a, 0 que representaria uma menor
seletividade desses compostos. Ainda sobre a toxicidade, dentre os ligantes
fosfinicos, os compostos contendo o ligante p-toluilfosfina, apresentaram-se
como 0s mais toxicos frente a linhagem néo tumoral MRC-5 [JC4 ICsp 8,12 uM;
J4 ICso 9,62 uM]. Essa condi¢cdo pode indicar a associagdo do substituinte
metoxila dos anéis fenila no ligante trifenilfosfina @ mecanismos de toxicidade em

células normais.

Ensaio de atividade antioxidante (DPPH)

Algumas doencas degenerativas estdo associadas com danos celulares
causados por estresse oxidativo, e 0 cancer esta incluido nessa gama de
doencas. Nesse contexto, 0 mecanismo de acdo de varios farmacos
antineoplasicos, como os metalofarmacos de platina, envolve a formacédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), ou de radicais livres que estao
frequentemente associados a efeitos colaterais graves e indesejaveis, como
nefrotoxicidade, ototoxicidade e neuropatia periférica [234,235]. Dessa forma, a
avaliacdo da atividade antioxidante de potenciais agentes antineoplasicos vem
sendo investigada considerando que esta propriedade pode influenciar
positivamente a acdo antitumoral desses compostos [236—239].

O teste de inibicdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) tem sido
continuamente aplicado para a mensuracdo do potencial antioxidante de
compostos, em especial para complexos metalicos [240-243]. Esse teste
colorimétrico baseia-se na reacdo de redugdo do radical DPPH pelo possivel
agente redutor. A solucéo do radical DPPH apresenta um maximo de absorgéo
na regido de 517 nm (coloracédo roxa) e, dessa forma, a acao antioxidante do
composto em estudo pode ser monitorada pelo decaimento dessa banda (517
nm) em fungdo da mudanca de coloragéo da solugéo do radical DPPH reduzido

(coloracdo amarela) [244][245]. Na Figura 80 é apresentado a estrutura do
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radical DPPH, o espectro de absor¢cdo molecular dessa espécie livre e na

presenca de um agente redutor (Acido ascorbico).

Figura 80: Estrutura quimica do radical DPPH, espectro de absor¢ao dessa espécie e
esquema de reac¢ao geneérico para a reducao do radical.
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Assim, a ac¢ao antioxidante dos compostos JC1-4, L1 e J1 foi mensurada
através do teste DPPH. Para isso, foram realizadas diluicbes sucessivas dos
compostos em metanol, em uma solu¢do de DPPH também em metanol.

Para os compostos ciclopaladados JC1-4 foi observada uma diminui¢do
pouco significativa na banda de absor¢do em 517 nm j na concentracdo maxima
dos compostos avaliada (200 pg/mL). Os espectros obtidos para esse
experimento sdo apresentados na Figura 81. Diante deste resultado, foram
calculadas as porcentagens de inibicdo do DDPH para cada composto na
concentracdo de 200 pug/mL, as quais séo representadas pelo grafico de barras
na Figura 82. As porcentagens de inibicdo foram calculadas utilizando a Eq.1.
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Figura 81: Espectros obtidos para o ensaio de inibicdo do radical DPPH para os
ciclopaladados JC1-4 na concentracdo maxima de 200 pg/mL.
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Figura 82: Gréfico de barras representando as porcentagens de inibi¢cdo do radical
DPPH pelos compostos JC1-4.
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De acordo com as porcentagens de inibicdo do radical DPPH calculadas,

os ciclopaladados JC1-4 ndo apresentaram atividade antioxidante significativa,
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uma vez que no maximo de concentragdo dos compostos avaliada as
porcentagens de inibicdo ficaram abaixo de 50 %. Os compostos JC3 e JC4
exibiram as maiores porcentagens entre 0os compostos da familia, com valores
de inibicao do radical de 18,9 % e 13,7 %.

A inibicdo do radical DPPH pode ocorrer através de dois mecanismos
distintos: por transferéncia de elétron ou transferéncia de um proéton
[244,246,247]. No caso dos compostos ciclopaladados JC1-4, a transferéncia de
elétrons estaria impedida em funcdo da estabilidade do estado de oxidag&o do
fon Pd" coordenado. No entanto, teria a possibilidade de ocorréncia do
mecanismo via transferéncia de um proéton pela presenca do grupo OH da porcéo
oxima do ligante tetrox coordenado. Todavia, o resultado obtido pode demonstrar
a estabilidade da ligacdo OH oxima, o que pode ter dificultado a acdo redutora
dos ciclopaladados frente ao radical DPPH. A estabilidade desta ligacado pode
ser também correlacionada a ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o ligante
clorido e o hidrogénio do grupo oxima, identificada pela elucidacéo estrutural por
difracdo de raios X do composto JC3 (vide Figura 43), que pode igualmente
estar presente nos demais ciclopaladados da familia.

Os resultados de inibicdo do radical DPPH para o ligante L1 e para o
complexo J1 em comparacdo ao inibidor padrdo (acido ascoérbico) sé&o
apresentados no grafico da Figura 83. Os espectros de absorcdo dos
experimentos de inibicAo para o ligante L1 e para o complexo J1 sao
apresentados na Figura 84. Como pode-se observar pelas curvas de
concentracdo por porcentagem de inibicdo do radical no grafico, o ligante L1
apresenta acdo antioxidante, porém em comparacédo ao padrao acido ascorbico,
essa acdo é baixa. J& o complexo J1, ndo apresentou atividade antioxidante
significativa, com uma porcentagem de inibigdo proxima a zero. A concentracao
inibitéria minima (ICso) calculada para o acido ascorbico foi de 5,81+ 0,88 ug/mL
[2,29 uM] e para o ligante L1 foi de 123,47 + 24,71 pg/mL [49,75 uM].
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Figura 83: Gréfico de porcentagem de inibicdo do radical DPPH para o ligante L1 e
para o complexo J1.
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Figura 84: Espectros obtidos para o ensaio de inibicdo do radical DPPH para o ligante
L1 e para o complexo J1.
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Diversos trabalhos na literatura reportam a acao antioxidante de ligantes
tiossemicarbazonas baseando-se no teste de inibicdo do radical DPPH [246—
248]. Grande parte desses estudos demonstram que estes compostos
comumente apresentam ag¢do antioxidante maior ou comparavel a de padroes
como o acido ascérbico [248]. Sykula, A. e colaboradores, ao estudar a acéo
antioxidante de bases de schiff, dentre elas tiossemicarbazonas, verificaram que
a acao antioxidante desses compostos frente ao radical DPPH é dependente do
tempo de incubacao e da estrutura especifica do composto. A depender desses

fatores, a reacdo com o radical serd mais rapida ou mais lenta [210]. Levando-
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se em consideracao essas informagdes e tendo em vista que 0 experimento com
o ligante L1 foi realizado utilizando o tempo de incubacdo padrdo de 30 min,
pode-se sugerir que o baixo potencial de inibicdo do radical DPPH observado
pode estar associado a uma possivel cinética lenta para a reacédo de reducéo.
Considerando os dois mecanismos de inibicdo possiveis para o radical DPPH
(transferéncia de hidrogénio ou de elétron), bem como a estrutura do ligante L1,
pode-se sugerir que a reacao de reducéo do radical ocorra pela transferéncia de
hidrogénio, uma vez que na estrutura de L1, segundo os dados de RMN H, tem-
se a presenca de dois hidrogénios ionizaveis na molécula (H9, H20).

Ainda, pela estrutura quimica do radical DPPH, observa-se que o N-
radical no centro da molécula apresenta-se estericamente impedido em funcao
do sistema aromatico presente. Essa caracteristica estrutural faz com que
moléculas menores tenham maior acesso ao N-radical, o que pode resultar em
uma maior acao inibitoria. Essa condicao representa uma das limitacdes do teste
de DPPH [249]. Com isso, pode-se justificar a perda da acdo antioxidante do
ligante L1 quando coordenado em funcdo do complexo J1 apresentar uma

estrutura com maior impedimento, pela associagéo do ligante trifenilfosfina.
Estudos de interacdo com o DNA

Dentre as biomoléculas que representam alvos terapéuticos, o DNA
apresenta-se como um dos principais alvos explorados no estudo de novos
potenciais agentes antitumorais [250-252]. A avaliacdo da interacdo com o DNA
pode fornecer informacdes iniciais importantes com relacdo aos possiveis
mecanismos de acao envolvidos na atividade inibitéria do composto [253]. Para
0s complexos, esta biomolécula é um importante alvo por essas espécies serem
capazes de atuar como um ligante, podendo ocorrer a coordenacao através das
moléculas de agucar, fosfatos e bases nitrogenadas do DNA, caracterizando
interacdes de natureza covalente. Esse tipo de interacdo € considerada de
natureza forte e, em muitos casos, pode ser irreversivel [253,254].

Aléem das interacdes covalentes, os complexos podem interagir por
interacOes nao covalentes de natureza eletrostatica. Esse tipo de interacéo pode

ocorrer por meio de intercalacédo entre as bases nitrogenadas (empilhamento-n),

208



Tese de Doutorado Velasques, J. M

interacdes eletrostéticas entre cargas opostas (entre as cargas negativas dos
grupos fosfato do DNA e compostos catidnicos) ou ainda através de forcas de
van der Waals em regifes de sulco do DNA [254-257]. As interacbes nao
covalentes tém atraido consideravel interesse de investigagdo por poderem
aumentar a especificidade da interacdo e igualmente por representarem uma
forma reversivel de interacdo. Essas caracteristicas podem atribuir diferentes
modos de acdo para complexos metalicos em comparacao aos metalofarmacos
baseados em platina, que sao reconhecidos por formarem ligacdes covalentes
com o DNA [62,258,259].

Diferentes técnicas espectroscopicas vém sendo empregadas para
avaliar os possiveis modos de interacdo DNA-composto, dentre elas destacam-
se o dicroismo circular (CD) e a titulagdo por UV-vis [141,260,261]. Ainda se
visando o estudo dessas interacdes, podem ser realizados ensaios de
competicdo com moléculas cujo modo de interacdo com o DNA tenha sido
previamente determinado e causem modificacbes perceptiveis em respostas
espectroscopicas. Essas moléculas funcionam como sondas que permitem obter
informagdes quanto a forca da interacdo do composto em estudo com o DNA
[254].

Nesse contexto, foram realizados ensaios de interacdo com o DNA para
compostos representativos das duas séries de complexos visando obter um perfil
preliminar de interacdo destas substadncias com biomoléculas alvo.
Considerando a similaridade estrutural e de acao inibitoria apresentada pelos
ciclopaladados JC1-4 frente as linhagens avaliadas, o composto JC3 foi
selecionado como representativo da série para a realizacdo dos ensaios de
interagcdo com o DNA. Assim, nas Figuras 85 e 86 séo apresentados 0s
espectros de dicroismo circular (CD) e titulagcdo por UV-vis obtidos para o

composto JC3.
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Figura 85: Espectro CD do DNA na presenca de diferentes proporgdes do
ciclopaladado JC3 ([DNA] = 50 uM).
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Figura 86: Espectro de absorgcdo UV-vis para o ciclopaladado JC3 (20 mM) na
auséncia e na presenca de ct-DNA (faixa de concentragéo de 0 a 60 uM), monitorando
a banda em 240 nm.
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A alta sensibilidade da técnica de CD permite a detec¢do de pequenas
alteracdes na estrutura secundaria do DNA em solucéo. O espectro do ct-DNA,
utilizado nos ensaios, apresenta duas bandas de absor¢cdo: uma em 277 nm
(banda positiva) e outra em 243 nm (banda negativa). Modificacdes nessas
bandas podem indicar a ocorréncia de alteragbes conformacionais na estrutura
do DNA em funcéo da presenca de uma segunda espécie [262]. A identificacédo
dessas alteracfes pode indicar interacdes de natureza forte entre o composto
em estudo e o DNA, como a promogéao de ligagdes covalentes ou intercalacdes
[263]. Intercaladores classicos como o brometo de etidio, tendem a aumentar a
intensidade de ambas as bandas no espectro CD, em funcdo da forte
interferéncia das interagfes por empilhamento-r has conformacdes estaveis do
DNA. Porém, interacfes fracas, como as interacdes eletrostaticas nas regiées
de sulco promovidas por moléculas menores, podem ocasionar pequenas
perturbacdes ou ndo modificar as bandas no espectro CD do DNA [264]. Pode-
se observar pelo espectro CD da Figura 85, que a adicdo de diferentes
propor¢cdes do composto JC3 ndo ocasionou modificacdes significativas nas
bandas de absorcdo do DNA (277 e 243 nm), podendo indicar a auséncia de
interacOes fortes, como intercalacéo e ligagdes covalentes entre 0 composto e 0
DNA [263,265].

Em funcéo das transi¢fes eletrbnicas n-n* € n-n* dos grupos cromoforos
purinas (adenina e guanina) e pirimidinas (citosina e timina), o DNA apresenta
uma banda intensa de absorcdo na regido de 260 nm no espectro de UV-vis.
Interac6es do DNA com compostos croméforos pode ocasionar modificacdes
significativas tanto na banda de absor¢cédo do DNA quanto nos proprios maximos
de absorcdo caracteristicos ao composto. Por esta condicdo, as interacdes
composto-DNA podem ser avaliadas pela analise dos espectros do DNA ou do
composto livre em comparacdo ao espectro da combinacdo DNA-composto.
Portanto, interacdes de natureza ndo covalente entre 0 DNA e complexos pode
modificar as transicdes eletronicas destas espécies [266].

Quando ocorrem interagbes por intercalagcdo, o posicionamento do
composto entre as bases nitrogenadas faz com que ocorra uma sobreposicéo

dos sistemas © do composto e do DNA, diminuindo a energia das transi¢coes -
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n*, resultando em deslocamento batocromico (deslocamento da banda para
maiores comprimentos de onda) e efeito hipocrémico (diminui¢cdo da intensidade
da banda) [267]. Interacbes DNA-composto de natureza eletrostatica, por
perturbarem as ligacdes de hidrogénio que mantem a estrutura dupla-hélice do
DNA, ocasiona uma diminuicdo das interacées entre as bases nitrogenadas,
resultando em um efeito hipercrémico (aumento da intensidade da banda). Na
condicao de ocorréncia de interacdes de natureza fraca, como forcas de van der
Waals, comumente é observado apenas um aumento (hipercromismo) ou
diminuicdo (hipocromismo) na intensidade da banda de absorgdo, sem
deslocamentos significativos [266,268,269].

O espectro UV-vis para o ciclopaladado JC3 apresenta um maximo de
absorcdo em 240 nm atribuido a transicao eletronicas do tipo n-n*. Dessa forma,
foram coletados espectros UV-vis do composto JC3 com a adicdo crescente de
quantidades de ct-DNA. Como pode ser visto pelos espectros apresentados na
Figura 86, houve uma pequena diminuicdo de intensidade (hipocroismo) nas
bandas de absor¢éo do composto JC3, podendo indicar pequenas alteragdes na
estrutura dupla hélice do DNA devido a interacdo DNA-JC3. Esse efeito tem sido
associado a sobreposicdo dos estados eletronicos do composto croméforo com
as bases nitrogenadas do DNA nas regides de sulco [261,270]. Resultado
semelhante foi reportado por Alignaghi, et al, para o ciclopaladado derivado do
ligante piridina-2-carbaldeido oxima, onde observou-se um efeito de hipocroismo
sem deslocamento de banda no experimento de titulacdo por UV-vis sendo
igualmente proposto a promocao de interacdes de natureza fraca na regiao de
sulco do DNA [271].

A partir do experimento de titulacdo por UV-vis, foi calculada a constante
de ligacéo (Kb) para a interagcdo DNA-JC3 pela equagéo Benesi-Hildebrand (Eq.
2). O valor obtido ficou na ordem de 10* M (9,52 x10* M1), o que pode indicar
a existéncia de interacdes de natureza fraca (ndo covalentes) entre o DNA e o
ciclopaladado JC3, concordando com o resultado obtido para o experimento de
CD. Ainda, o valor de Ky calculado é pequeno em comparacdo a compostos
intercaladores classicos, como o brometo de etidio (Kb = 1,4 x10% M) [272]. Essa

condicdo pode levar a desconsideracdo da possibilidade de ocorréncia de
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intercalagédo como modo de interagédo DNA-JC3. Em contrapartida, o valor de Ko
obtido esta de acordo com os valores reportados para pequenas moléculas que
interagem fracamente com o DNA em regides de sulco [261,273,274].

A variacao de energia livre (AG) para a interacdo DNA-JC3 foi estimada,
a partir do valor de Kpr com a aplicagéo da equagao van’t Hoff (Eq.3), como sendo
de -6,80 Kcal/mol. A obtencéo de um valor negativo de energia livre demonstra
que a interacdo promovida entre o DNA e o composto JC3 € um processo
espontaneo. O valor obtido também se encontra proximo ao apresentado por
Alignaghi, et al, para o ciclopaladado derivado do ligante piridina-2-carbaldeido
oxima (-7,04 Kcal/mol) [271].

Considerando a existéncia de interacbes de natureza fraca, nao
covalente, entre DNA e o composto JC3, e ainda o valor de Ky obtido semelhante
a moléculas que interagem nas regides de sulco, foi realizado o ensaio de
competicdo por fluorescéncia com o Hoechst 33258 [140,275]. Essa sonda
fluorescente interage justamente na regido do sulco menor do DNA por meio de
interacOes ndo-covalentes e, essa interacdo resulta em um aumento significativo
da intensidade de fluorescéncia em 458 nm [275-277]. Dessa forma, no ensaio
de competicdo, uma supressdo da fluorescéncia do complexo DNA-Hoechst
33258 pode indicar a substituicdo da sonda na regido de sulco menor pelo
composto em estudo [140]. Assim, na Figura 87 € apresentado os espectros de

emissao obtidos no ensaio de competicdo com o composto JC3.
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Figura 87: Espectro de emisséo do ct-DNA-Hoechst 33258 na presenga e na auséncia
do ciclopaladado JC3, a temperatura ambiente e pH 7,4 ([ct-DNA] = 60 uM; [Hoechst]
=6 uM; [JC3] = 0 a 60 uM).
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Como pode ser observado pelos espectros de emissao da Figura 87,
verifica-se uma diminuigéo da intensidade de fluorescéncia do complexo DNA-
Hoechst 33258, com a adicdo de quantidades crescentes do ciclopaladado JC3.
Apesar disso, ndo € identificada uma supressao total da fluorescéncia, com uma
diminuicdo de 22 % da intensidade de emissdo. Essa condicdo evidencia a
habilidade do composto JC3 em substituir o Hoechst 33258 na regido de sulco
menor do DNA, porém demonstra que o ciclopaladado liga-se menos fortemente
com o DNA em comparacdo a Hoechst 33258, condicdo que levaria a total
extincdo da fluorescéncia [261]. Adicionalmente, foi calculada a constante de
Stern-Volmer (Ksv) pela Eq.4, obtendo-se um valor de 4,43 x10% M%, o que
sugere a interacdo do composto JC3 através de interacbes fracas. Esse
resultado concorda com os demais resultados obtidos pelos experimentos de CD
e titulagéo por UV-vis.

Para a familia de complexos de Pd'" foram selecionados o ligante L1 e o

complexo J1, como representativos para a realizacéo dos ensaios de interacao
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com o DNA em funcéo dos melhores resultados de inibigcdo apresentados nos
ensaios de MTT. Dessa forma, nas Figuras 88, 89, 90 e 91 sédo apresentados
0S espectros obtidos para os ensaios de dicroismo circular (CD) e titulacao por

UV-vis para o ligante L1 bem como para o complexo J1.

Figura 88: Espectro CD do DNA na presenca de diferentes proporgdes do ligante L1
(IDNA] = 50 uM).
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Figura 89: Espectro de absor¢édo UV-vis para o ligante L1 (20 mM) na auséncia e na
presenca de ct-DNA (faixa de concentragéo de 0 a 60 uM).
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Figura 90: Espectro CD do DNA na presenca de diferentes propor¢des do complexo
J1 ([DNA] = 50 uM).
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Figura 91: Espectro de absorgédo UV-vis para o ciclopaladado J1 (20 mM) na auséncia
e na presenca de ct-DNA (faixa de concentracdo de 0 a 60 uM).
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Considerando as bandas de absorcao caracteristicas para o ct-DNA no
espectro de CD (positiva em 277 nm e negativa em 243 nm), pode-se observar
pelos espectros obtidos para os experimentos de interagcdo com o ligante L1 e
com o complexo J1 que ndo foram observadas alteragbes nas respectivas
bandas [262]. Essa condi¢cdo, assim como 0 proposto para o composto JC3,
pode indicar que ndo houve alterac6es conformacionais na estrutura do DNA na
presenca dos compostos, levando a desconsiderar a possibilidade de interac6es
de natureza forte, como intercalacdo ou ligagdes covalentes [263,265].

De forma similar, para o experimento de titulagdo por UV-vis ndo foram
observadas altera¢des nas bandas de absorcéo do ligante L1 e do complexo J1
com a adicdo de ct-DNA, conforme pode-se observar pelos espectros
apresentados nas Figura 89 e 91. Esse resultado concorda com o proposto para
o experimento de CD, levando, nesse caso, a proposta da promocédo de
interacOes de natureza fraca ou a néo interacdo dos compostos avaliados com
o0 DNA. Pela inalteragédo nas bandas de absor¢céo dos experimentos, nao foi

possivel calcular os valores da constate de interacdo (Kb) para 0s compostos.
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Assim, partindo-se na proposta da possibilidade da promocéo de
interacbes natureza fraca dos compostos com o DNA, foram realizados
experimentos de competicdo na regido de sulco menor do DNA com o Hoechst
33258. A banda de emissdo em 458 nm caracteristica do complexo DNA-
Hoechst 33258 foi monitorada com a adicao crescente de quantidades do ligante
L1 e do complexo J1 [260]. Os espectros de fluorescéncia obtidos para os
experimentos sdo apresentados nas Figuras 92, 93 e na Tabela 23 sédo exibidos
os valores calculados para a constante de afinidade de Stern-Volmer (Ksv) para
os complexos DNA-L1 e DNA-J1 em comparacéo ao reportado na literatura para
o complexo DNA-Hoechst 33258.

Figura 92: Espectro de emisséo do ct-DNA-Hoechst 33258 na presenca e na auséncia
do ligante L1, a temperatura ambiente e pH 7,4 ([ct-DNA] = 60 uM; [Hoechst] = 6 uM;
[L1] =0 a 60 uM).
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Figura 93: Espectro de emisséo do ct-DNA-Hoechst 33258 na presenga e na auséncia
do complexo J1, a temperatura ambiente e pH 7,4 ([ct-DNA] = 60 uM; [Hoechst] = 6
uM; [J1] = 0 a 60 pM).
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Tabela 23: Valores de constante de afinidade de Stern-Volmer obtidos para o ligante
L1 e para o complexo J1 em comparacao ao valor reportado na literatura para o
complexo DNA-Hoechst-33258.

Composto Ksy (M1 R?
Ligante L1 6,89x10* 0,991
Complexo J1 2,64x10% 0,998

Hoechst — 33258 1,83 x107/ 4,9 x10° e 4,3 x10%

* Ksv para os sitios de interagdo 1/ 2 [278]

A interagdo DNA-Hoechst 33258 pode ocorrer via dois modos distintos na
regido do sulco menor. A primeira forma de interacdo ocorre com os pares de
bases nitrogenadas do DNA através de interagcdes de empilhamento n-m,
enquanto o segundo modo de interacdo ocorre por meio de forcas eletrostaticas
entre as cargas positivas do Hoechst 33258 e as cargas negativas dos grupos
fosfato do DNA [278].

Pelo experimento de competicdo promovido com o ligante L1 e com o
complexo J1, verifica-se que a presenca de diferentes proporcdes de ambos o0s

compostos no meio ocasionou perturbagdes no complexo DNA-Hoechst 33258
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gue resultaram na supressao da fluorescéncia observada nos espectros. Em
proporcao equimolar, o ligante L1 ocasionou uma supressao de 82,7 % da banda
de fluorescéncia DNA-Hoechst 33258, enquanto o complexo J1, uma supressao
de 61,8 %. Esse comportamento € também evidenciado pelos valores de Ksy
apresentados na Tabela 23, onde para ambos os compostos foram obtidos
valores na ordem de 10* M1, superior ao apresentado para o composto JC3 (4,43
x10%® M1). Esse resultado demonstra que, apesar de ndo ser observada a
extingdo da fluorescéncia com a adicdo dos compostos, estes apresentam a
capacidade de deslocar, mesmo que n&o totalmente, o Hoechst 33258 do sulco
menor, podendo indicar essa como uma regido preferencial de interacdo dos
compostos com o DNA. Dessa forma, apesar dos resultados de CD e titulacdo
por UV-vis ndo terem podido indicar de fato a existéncia de interagdo dos
compostos com o DNA, pelos ensaios de competicdo promovidos a existéncia
de interacdo ndo pode ser descartada.

Pelos resultados dos ensaios de interacdo com o DNA realizados pode-
se supor que tanto a familia de compostos ciclopaladados JC1-4 quanto a de
complexos J1-4 bem como o ligante L1 apresentam a capacidade de interagir
com o DNA. Esse resultado preliminar pode sugerir também a possibilidade de
interacdo dos compostos sintetizados frente a outras biomoléculas alvo. Outro
ponto importante é o possivel modo de interacdo com o DNA apresentados pelos
compostos, através de interacdes de natureza fraca, podendo ser reversiveis, 0
gue pode levar a proposicdo de mecanismos diversos para 0S compostos em
comparacao aos metalofarmacos de platina.

A interacdo com alvos diferentes do DNA e a proposi¢cdo de mecanismos
alternativos ja tem sido apresentado para complexos de Pd'. Nosso grupo de
pesquisa tem reportado a atividade inibitéria de complexos de Pd" contendo
tiossemicarbazida, tiossemicarbazonas e fosfinas frente as enzimas alvo
topoisomerase lla e catepsina B [112,279,280]. As topoisomerases sdo enzimas
envolvidas nos processos de replicagcao, transcricdo e recombinacdo do DNA,
em especial, a Topoisomerase lla tem sido investigada como um importante alvo
antitumoral para complexos por ser encontrada especificamente em tecidos de

alta proliferacdo [279]. Enquanto a catepsina B tem a fungdo de hidrolisar
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proteinas, estando associada a progressao de tumores e ao processo de
metastase [280].

Particularmente, para os ciclopaladados, a mitocondria tem sido apontada
como possivel organela alvo. Estudos tem associado a acdo antiproliferativa
destes compostos a interacdo com grupos tidis de proteinas da membrana
mitocondrial. Esse processo desencadeia um aumento na producéo de espécies
reativas de oxigénio, o rompimento da membrana mitocondrial e,

consequentemente, a morte celular por apoptose [70,281].

Estudos de interacdo com HSA

A albumina do soro humano (HSA) € uma grande proteina que contempla
585 residuos de aminoacidos, sendo considerada a proteina transportadora mais
abundante do plasma sanguineo, estando em uma concentracdo de 0,65 pM.
Na corrente sanguinea, a HSA tem a capacidade de transportar uma grande
variedade de pequenas moléculas endbgenas, tais como acidos graxos e ions
metalicos como Cu(ll), Zn(Il) e Co(ll). Além de moléculas enddgenas, a HSA age
como transportadora de diversas substancias xenobidticas, como a cisplatina, a
qual interage de forma reversivel com essa proteina [282,283]. Pelo seu papel
de proteina chave no carreamento de farmacos na corrente sanguinea, a HSA
pode influenciar diretamente a eficacia do farmaco ao modular a distribuicéo do
medicamento pelas células, afetando a farmacocinética, a biodistribuicdo e o
perfil farmacol6gico do medicamento [250,284]. Dessa forma, a investigacdo do
modo de interacdo de candidatos a farmacos com a HSA torna-se importante,
sendo atualmente uma exigéncia de agéncias reguladoras, como a FDA (Food
and Drug Administration) no processo de desenvolvimento de novos
medicamentos [283,285].

A estrutura cristalina da HSA demonstra a existéncia de trés dominios
homogéneos alfa-helicoidais, | (1-195), Il (196-383) e Il (384-585), sendo cada
um subdividido em dois subdominios (A e B) [286]. O principal sitio de ligacdo
na HSA esta localizado em cavidades hidrofébicas nos subdominios IIA, IlIA e
IB, conhecidos como sitio | de Sudlow (DS1), sitio Il de Sudlow (DS2) e sitio Ill
de Sudlow (DS3) [283,287,288]. Na cavidade hidrofébica de DS1 esta localizado
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o residuo de triptofano (Trp-214) que € o principal responsavel pela
luminescéncia intrinseca apresentada pela HSA. Este residuo € extremamente
sensivel a infimas alteracdes no ambiente da proteina, especialmente quando
moléculas se ligam ao sitio DS1. Por essa raz&do, a espectroscopia por
fluorescéncia apresenta-se como o método amplamente utilizado para a analise
da interacdo de pequenas moléculas com a HSA [289,290].

Em vista disso, foi investigada a interacdo entre o ciclopaladado JC3 e a
HSA. Assim como o proposto nos estudos de interagcdo com o DNA, o composto
JC3 foi selecionado como representativo da série de compostos ciclopaladados,
considerando a similaridade estrutural e de atividade inibitéria dos compostos
JC1-4. Dessa forma, observou-se o efeito da adicdo de pequenas concentracdes
do composto na fluorescéncia intrinseca da proteina, cujos espectros coletados
estdo apresentados na Figura 94.

Figura 94: Espectros de fluorescéncia da HSA em auséncia e na presenca do
composto JC3. O residuo de Trp-214 foi monitorado no comprimento de emisséo de
351 nm (Aexc = 280 nm).
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Nos espectros de fluorescéncia obtidos pelo experimento de interagao
com HSA, observa-se uma supressao gradativa da intensidade de fluorescéncia
da proteina resultante do aumento da concentracdo do composto JC3, em uma
faixa de concentracdo de 0,0 a 7,0 uM. Em quantidades equimolares, a
intensidade de fluorescéncia é reduzida em aproximadamente 9 %, e essa taxa
de supressao é mantida ao longo do aumento da concentracao do ciclopaladado
JC3. Essa condi¢éo pode indicar a interacdo do composto JC3 com a HSA onde
a provavel regido de ligacdo seja proxima ao residuo Trp-214 no sitio DS1
[62,283].

A supressdo de fluorescéncia da HSA em presenca de um agente
supressor pode ocorrer através de trés mecanismos: estatico, dindmico ou uma
combinacdo destes. Pelo mecanismo estatico tem-se a formacdo de um
complexo entre o supressor e o fluoréforo, enquanto o mecanismo dinamico €
definido como um processo colisional entre as espécies. A supressao via
combinacdo de mecanismos pode ocorrer por uma contribuicdo equivalente ou
nao dos mecanismo estatico e dinamico [284,288].

Para analisar o tipo de mecanismo de supressao induzido pelo
ciclopaladado JC3, foram coletados espectros de fluorescéncia da proteina na
presenca do composto, em duas diferentes temperaturas, 298 e 310 K. A partir
deste experimento, foi determinada a constante de interacdo de Stern-Volmer
(Ksv), pela aplicacdo da equacgdo de Stern-Volmer (Eq.5). Os espectros de
emissdo coletados pelo experimento sdo apresentados na Figura 95 e os
parametros adquiridos estao contidos nas Tabelas 24 e 25.
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Figura 95: Espectros de fluorescéncia da HSA em auséncia e na presenca do
composto JC3. O residuo de Trp-214 foi monitorado no comprimento de 351 nm nas

temperaturas de 298 K e 310 K (Aexc = 280 nm).
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Tabela 24: Constantes de Stern-Volmer (Ksy) e taxa de supresséao (Ky) para o

complexo HSA-JC3 em diferentes temperaturas.

T (K) Ksv (L.mol?) Kqg(L.molt.s?) R*
298 3.83 x104 3.83 x10%? 0.9880
310 4.14 x10* 4.14 x10%? 0.9941

Tabela 25: Constante de ligacédo (Ky), 0 niumero de sitios de ligagéo (n) e parametros
termodin@micos para o complexo HSA-JC3 em diferentes temperaturas.

Velasques, J. M

KJ.mol*
T (K) Ko (M) n R*
AH AS AG
298 2.54 x10* 0.96 0.9917 -25.13
310 4.13 x103 0.79 0.9836 -116.17 -305.52 -21.46

Constatou-se um acréscimo do valor para a constante Ksy com o0 aumento
da temperatura, podendo indicar a ocorréncia de um mecanismo dindmico. Em
um mecanismo dindmico, o aumento da temperatura leva a uma rapida difusao
e, por consequéncia, um aumento no valor da constante Ksv. Em contrapartida,

os valores de Ksy obtidos encontram-se na faixa de 10*?, sendo superior ao valor
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maximo permitido para o mecanismo de extingdo por difusdo (2,0 x10%° M1)[291-
293]. Esta consideracdo indica uma possivel contribuicdo estatica para a
supresséo de fluorescéncia promovida pelo ciclopaladado JC3, adequando os
resultados a hip6tese de ocorréncia de um mecanismo combinado
estatico/dinamico [62,291].

A constante de ligacdo Ko e 0 numero de sitios de ligacdo (n) foram
mensurados utilizando a equacao de Stern-Volmer modificada (Eq. 6). Através
dos valores de Kg, as variaveis termodinamicas foram calculadas utilizando a
forma integrada da equagédo de van’t Hoff's (Eq. 3). O valor de n sendo de
aproximadamente 1, sugere a possibilidade de uma Unica classe de sitios de
ligacdo na HSA para a interacdo com JC3. VariagOes negativas na entalpia (AH)
e entropia (AS) pode indicar que o ciclopaladado JC3 possivelmente liga-se a
HSA através do estabelecimento de ligacdes de hidrogénio e for¢as de van der
Waals [294]. Essa evidéncia concorda com a analise estrutural do composto,
onde sdo encontrados grupos doadores de hidrogénio, como a por¢do OH oxima,
e grupos de caracteristica hidrofobica, como o ligante trifenilfosfina. Ainda, o
valor negativo obtido para a energia livre (AG) demonstra a espontaneidade do
processo de interacao entre o composto JC3 e a HSA.

Levando em consideracdo que o composto JC3 origina um processo de
supressdo da fluorescéncia intrinseca da HSA e que esse efeito é observado,
em especial, quando moléculas interagem com o sitio DS1 da proteina, esse
sitio foi escolhido como provavel regido de interacéo para a realizacdo de uma
simulacdo por docking molecular. Esse recurso computacional permite um
melhor entendimento quanto as orientacdes preferenciais do composto no sitio
de interacdo da proteina, possibilitando ainda identificar grupamentos
direcionadores na molécula envolvidos no reconhecimento molecular proteina-
composto [127,295].

A regido do sitio DS1 é caracterizada como sendo preferencialmente
hidrofébica, porém existem duas subunidades contendo residuos polares. A
primeira dessas subunidades inclui as cadeias laterais dos residuos Y150, H242

e R257. Ja a segunda subunidade polar contém as cadeias laterais dos residuos
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K195, K199, R218 e R222. Na por¢do hidrofobica dois residuos de natureza
apolar séo identificados, as cadeias laterais de L238 e A291 [295].

A simulacdo de docking mostrou que a estrutura minimizada do
ciclopaladado JC3 (vide Anexo 35) tem a habilidade de entrar no sitio DS1,
interagindo preferencialmente com os residuos da segunda subunidade,
conforme é apresentado na pose da Figura 96. Baseado nestes resultados, 0s
grupos fluoreto do ligante fosfinico desempenham uma importante funcéo no
reconhecimento molecular, estabelecendo ligagdes de hidrogénio ndo classicas
do tipo F---H-D com as cadeias laterais dos residuos K195, J199 e Q196. Além
disso, séo identificadas interacdes eletrostaticas do tipo cation-t entre 0os anéis
fenila do ligante fosfinico e as cadeias laterais dos residuos K199 e R222. Esse
mesmo residuo, R222, estabelece uma ligacdo de hidrogénio classica com o
grupo OH-oxima do ligante tetrox. Ainda, completando as interacdes de
reconhecimento molecular, a por¢do planar do ligante tetrox posiciona-se na
porcdo hidrofébica, promovendo uma interagdo do tipo m-alquila com a cadeia

lateral do residuo A291.

Figura 96: Vista parcial do sitio de Sudlaw’s | (DS1) para o composto JC3. A molécula
é representada com cédigo de cores para os atomos [F (amarelo), Cl (verde), O
(vermelho), N (azul), C (cinza escuro) e Pd (azul petréleo)], enquanto as cadeias

principais dos residuos-chave sdo representadas em verde. Todos os &tomos de H de

JC3 foram omitidos para maior clareza. Os contatos sdo representados por linhas

tracejadas em azul.
' -
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De acordo com a estrutura cristalizada do complexo HSA-warfarina (PDB
ID: 2BXD) utilizada nos calculos de docking, o farmaco padréo posiciona-se no
sitio DS1 pelo estabelecimento de interagcdes com a subunidade polar, através
das cadeias laterais dos residuos H242, K199 e R222, conforme é representado
na pose obtida pelo redocking apresentada na Figura 97. Além disso, na regido
hidrofobica, a cadeia lateral do residuo A291 aparece como um residuo chave
para o reconhecimento molecular no complexo HSA-warfarina. Na Tabela 26 é
apresentada uma comparacéao dos residuos envolvidos nas interacées HSA-JC3
e HSA-warfarina.

Figura 97: Vista parcial do subdominio Il no sitio de Sudlaw’s | (DS1), com a
sobreposicéo entre o redocking (carbonos em roxo) e a warfaria cristalizada (carbonos
em verde) [RMSD 0,889 A]. As cadeias dos residuos chave s&o apresentadas por
bastBes, com cbdigos de cores [C (salmao); O (vermelho) e N (azul)].

(

T T

Tabela 26: Relacdo de residuos-chave para as interacdes de JC3 e warfarina no sitio
DS1 da HSA. Em vermelho estao indicadas as interacdes eletrostaticas e em azul, as
interacdes hidrofébicas.

Residuos do sitio DS1 (HSA)

Compostos

K195 Q196 A291

Warfarina*

* Contatos extraidos do complexo HSA-warfarina cristalizado.
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Observa-se que, dos quatro residuos envolvidos nas intera¢des do ligante
padrdo, trés coincidem com os verificados no reconhecimento molecular do
composto JC3. Baseado nesse resultado, em conjunto aos valores de constante
de interacdo (Kb) obtidos experimentalmente (na faixa de aproximadamente 103
a 10%), espera-se que o ciclopaladado JC3 possa ser transportado pela HSA de

forma similar ao farmaco padréo warfarina.

Determinacao do coeficiente de distribuicdo (log D)

A lipofilicidade € uma propriedade fisico-quimica fundamental na
investigacdo e descoberta de novos candidatos a farmaco e sua determinacéo €
obrigatéria nos ensaios pré-clinicos iniciais [296]. Para que se tenha uma
resposta biolégica do farmaco, este deve atingir a biofase, sendo transferido do
meio aquoso para 0 meio celular, por meio de transporte ativo ou passivo pelas
membranas celulares e, por fim, para os sitios ativos das proteinas alvo que, em
muitos casos, apresentam caracteristicas hidrofébicas [297]. Dessa forma, assim
como o grau de ionizacao, a lipofilicidade influi diretamente na farmacocinética
das substéancias, interferindo nos parametros de ADMET (absorcéo, distribuicéo,
metabolismo, excrecdo e toxicidade) e, consequentemente, na sua acao
terapéutica [298].

Por definicao, lipofilicidade se refere a capacidade de uma substancia ser
dissolvida em fases apolares, tais como gorduras, 6leos e lipideos [299].
Considerando a bicamada lipidica celular, uma maior lipofilicidade esta
diretamente relacionada a maior habilidade do composto em transpor essa
barreira celular em concentracdes necessarias para que se produza o efeito
terapéutico. Neste sentido, a absor¢cdo de um farmaco estd condicionada ao
balanco da sua lipofilicidade; a substancia deve ser suficientemente lipofilica
para transpor as membranas lipidicas, mas nao lipofilico ao ponto de interagir de
forma irreversivel com as membranas [297].

Dessa forma, a lipofilicidade € mensurada em termos de coeficiente de
particdo (log P) ou coeficiente de distribuicdo (log D) os quais, de forma geral,

podem ser definidos pela razéo entre a concentragédo da substancia em uma fase
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organica e uma fase aquosa, sob condicdo de equilibrio [296]. O log D esta
relacionado a espécies ionizaveis, enquanto o log P as espécies neutras. Assim,
por sua caracteristica, o coeficiente de distribuicdo (log D) relaciona a
concentragdo das formas ionizada e ndo ionizada da substéncia em ambas as
fases, organica e aquosa, em um determinado valor de pH [142,300]. A fase
organica, pela caracteristica apolar, considerando a determinacdo da
lipofilicidade de uma substancia ionizavel, contera apenas a forma néo ionizada
da molécula, causando um erro na determinacao da concentracdo da substancia
na fase organica se considerado o log P. Por isso, o coeficiente de distribuicdo
em pH 7,4 (log D7,4) é considerado um dos melhores descritores da lipofilicidade
pela semelhanga com o sistema de particdo encontrado em meio biolégico [142].

Diferentes métodos tém sido empregados para a determinacdo dos
coeficientes de particdo e distribuicdo, sendo o método shake-flash o mais
amplamente utilizado principalmente em funcdo da sua simplicidade de
execucdo [301]. Por esse método, uma quantidade definida do composto &
mantida sob agitacdo em um sistema bifasico saturado; uma fase organica
(comumente n-octanol pela similaridade estrutural com as membranas lipidicas
celulares) e uma fase aquosa (podendo ser uma solucdo tampdo com pH
definido) [142,296]. Na sequéncia, as fases sdo separadas e a concentracdo da
substancia é medida com a utilizacdo de técnicas analiticas, como
espectroscopia por UV-vis ou métodos cromatograficos (HPLC) [296]. Na
determinacao das concentracdes em cada fase, € analisada a concentracao do
composto em uma das fases e, por diferenca, € calculada a concentracao na
segunda fase.

Assim, a lipofilicidade do ligante L1 e do complexo J1 foram estudadas
pela determinagédo do coeficiente de distribuicdo (log D), utilizando o método
shake-flash com analise por UV-vis e a aplicagdo da Eq.7. Os compostos foram
selecionados para este teste em funcdo dos resultados mais promissores de
acao antiproliferativa frente as linhagens celulares testadas previamente pelo
ensaio de MTT. Os compostos foram solubilizados inicialmente em n-octanol e,
pela solubilidade do ligante L1 em &gua (por estar na forma ibnica, com a

protonacdo do nitrogénio do anel morfolina), foi necesséario a adicdo de
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quantidade suficiente de solugéo tampéo para a solubilizagéo da substancia na
fase organica. Nas Figuras 98 e 99 sédo apresentados os espectros obtidos para
a curva de calibracdo em n-octanol e os espectros obtidos em triplicata no
experimento de shake-flash para o ligante L1 e para o complexo J1,
respectivamente. Nas Tabelas 27 e 28 sédo apresentados os parametros obtidos

e utilizados na determinacéo do log D74 para os compostos.

Figura 98: Espectros UV-vis obtidos para a curva de calibragédo de L1 em n-octanol e
para a triplicata dos experimentos para determinacéo do log D.
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Tabela 27: Dados obtidos para o experimento de determinag&o do log D para o ligante

L1.
Experimento Absorbéncia [L1]oct / [L1]agua Log D
1 0,7590 4,50 x10* 1,6533
2 0,7577 4,41 x10* 1,6449
3 0,7424 3,563 x10* 1,5481
ABS 100 % [L1] 0,8264
Média Log D 1,6154
Desv. Pad. 0,0584

230




Tese de Doutorado

Velasques, J. M

Figura 99: Espectros UV-vis obtidos para a curva de calibracédo de J1 em n-octanol e
para a triplicata dos experimentos para determina¢éo do log D.
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Tabela 28: Dados obtidos para o experimento de determinagéo do log D para o

complexo J1.
Experimento Absorbancia [J1]oct / [I1]agua Log D
1 0,6523 3,80 x10*! 1,5803
2 0,6508 3,72 x10* 1,5701
3 0,6284 2,72 x10! 1,4342
ABS 100 % [L1] 0,7209
Média Log D 1,5282
Desv. Pad. 0,0815

Com base nas regras de Lipinski, que estabelecem 5 condi¢des para

propriedades desejaveis dos parametros ADMET para farmacos promissores, o

coeficiente de particdo octanol/agua ndo deve ser superior a 5 [297,299].

Reforcando essa premissa, elevada lipofilicidade (log P/D =5), para compostos

em inicio de ensaios pré-clinicos, frequentemente esta associado com rapida

eliminacdo metabdlica, baixa solubilidade em meio aquoso, baixa absor¢éo, uma

interacéo desordenada com o receptor alvo in vitro e toxicidade in vivo [297]. Em

contrapartida, valores de log P/D muito baixos (log P/D<1) prejudicam

igualmente os parametros ADMET. Nesse sentido, a literatura sugere ser

desejavel que o coeficiente de particdo para candidatos a farmacos encontre-se

na faixa de 1 a 3 [297].

231




Tese de Doutorado Velasques, J. M

Conforme os valores de coeficiente de distribuicdo obtido para o ligante
L1 (1,614+0,05) e para o complexo J1 (1,52+0,08), infere-se que a lipofilicidade
dos compostos se encontra na faixa desejavel para essa propriedade (1 a 3),
segundo as regras de Lipinski [297]. Comparando-se os valores obtidos com o
valor de log P reportado na literatura para a cisplatina (Log P -2,28+0,07), pode-
se inferir uma maior lipofilicidade para os compostos L1 e J1, o que pode ter
acarretado uma maior absorcdo celular, em comparacdo ao metalofarmaco
padrdo nos ensaios prévios de MTT [302]. Juntamente, a proximidade dos
valores obtidos para o log D74 sugere que a lipofilicidade do ligante L1 e do
complexo J1, pode estar igualmente relacionada aos mecanismos para a
diminuicdo da viabilidade celular apresentadas nos ensaios de MTT.

Comparando o valor de coeficiente de distribuicdo obtido para o ligante
L1 (1,614+0,05), com o reportado por ligantes tiossemicarbazonas derivados de
anel indol, reportados por Bakherad, et al, (Log P 4,66 a 6,01), pode-se sugerir
uma lipofilicidade mais equilibrada para o ligante L1, com um valor mais proximo
da faixa desejavel (1 a 3) [303]. Da mesma forma, comparando o valor de log
D74 obtido para o complexo J1 (1,52+0,08) com complexos de Pd" contendo
ligantes base de Schiff derivados do anel pirrol, apresentados por Mabugua, et
al, (Log P 1,2692+4+0,004 e 1,3953+0,0065), pode-se verificar uma similaridade
do valor obtido com o reportado, demonstrando a adequacéao da lipofilicidade do
complexo com compostos semelhantes na literatura [304].

Diante do exposto, pode-se sugerir que os compostos L1 e J1 sao
promissores em consideragao aos parametros ADMET. Ainda, considerando a
faixa de valor ideal para o coeficiente de distribuicdo para a administracéo oral
ou intestinal entre 1,35 e 1,8, igualmente pode-se sugerir uma adequacao
promissora da lipofilicidade dos compostos a estes meios de administracéo
[305].

7. Consideracg0tes Finais

De acordo com os dados apresentados e discutidos foram obtidos e

estudados os perfis antiproliferativos de duas novas séries de compostos de Pd"
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com fosfinas terciarias aromaticas; uma série de ciclopaladados derivados de
tetralonaoxima ortometalada e uma série de complexos contendo ligante
vanilina-morfolina-etiltiossemicarbazona. Os mondémeros ciclopaladados (JC1-
4) foram obtidos com rendimentos conforme o esperado para esta classe de
compostos (46 % a 78 %), cujas respectivas sinteses efetivas foram confirmadas
pelos resultados adquiridos tanto por técnicas no estado solido quanto em
solucéo. Os resultados de andlise elementar para esta familia evidenciaram a
proximidade entre os teores de C, N e H calculados e experimentais,
demonstrando a obtencdo dos compostos em satisfatorio nivel de pureza. Nos
espectros coletados de espectroscopia na regido do infravermelho (V) foram
observadas as bandas referentes aos principais estiramentos das ligacGes
presentes na estrutura dos mondmeros. O deslocamento do estiramento da
ligacdo C=N para menores numeros de onda, com relagdo ao ligante tetrox livre,
evidencia a coordenacdo do atomo de nitrogénio azometinico ao Pd'.
Adicionalmente, o surgimento de uma banda de alta intensidade na regido entre
1094 e 1099 cm, atribuida ao estiramento da ligacdo P-C, demonstra a
presenca dos respectivos ligantes fosfinicos nas estruturas dos monémeros.

Os experimentos realizados por RMN demonstraram a presenca tanto do
ligante tetrox quanto dos ligantes fosfinicos na estrutura dos compostos em
solucéo pela identificacdo dos padrées de sinais tanto dos atomos de hidrogénio
quanto dos atomos de carbono desses dois ligantes nos espectros coletados. A
composicdo das esferas de coordenacdo foi indicada pela observacdo de
apenas um sinal singleto nos espectros de RMN 3'P{'H} obtidos para os
mondmeros, caracterizando a coordenacdo do atomo de fosforo da respectiva
fosfina terciaria. A ortometalacéo do ligante tetrox foi caracterizada pelo efeito de
desblindagem identificado para o sinal referente ao atomo de carbono da ligacéo
C=N do ligante tetrox e, juntamente, a ndo correlagéo direta a hidrogénios do C2,
identificada pelos experimentos de DEPT135 e HSQC *H-13C{!H}, evidenciaram
a coordenacéo dos atomos de nitrogénio e carbono ao ion Pd".

Concluindo a caracterizacdo da familia de compostos ciclopaladados,
foram obtidos monocristais do mondémero JC3 aptos a técnica de DRX em

monocrital, tornando-se possivel a elucidacdo estrutural do composto e
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atribuindo informacdes estruturais que puderam ser generalizadas para o0s
demais compostos da série. Os comprimentos e angulos de ligacéo ao redor do
centro metalico denotaram a formacao de um complexo de geometria quadratica
plana distorcida, comprovando a presencga dos ligantes C?N-tetrox, clorido e
tris(4-fluoro-fenil)fosfina na esfera de coordenacédo. Ainda foi identificada uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular classica do tipo OH---Cl entre a hidroxila do
grupo oxima e o ligante clorido. Complementando a interpretacdo dos dados
cristalograficos, os calculos de superficie de Hirshfeld elucidaram uma expansao
tridimensional para a estrutura supramolecular de JC3, com a predominancia de
interacbes de hidrogénio de natureza fraca (H---H e H---C) para o
reconhecimento molecular, representando 47,3 % dos contatos que mantem o
empacotamento cristalino.

A sintese efetiva dos compostos da série de complexos de Pd' contendo
o ligante vanilina-morfolina-etiltiossemicarbazona (J1-4) foi comprovada a partir
dos dados de técnicas no estado sélido e em solucdo. Tanto o ligante L1 (Rd: 60
%) quanto os respectivos complexos (Rd: 67 a 90 %) foram obtidos em elevados
rendimentos (Rd), demonstrando a eficiéncia nos métodos de sintese
empregados. A comparacdo entre os teores de C, N e H calculados e
experimentais demonstraram que se trata de espécies hidratadas, onde o ligante
L1 livre apresenta-se na forma de cloridrato e os complexos trihidratados. A
forma cloridratada atribuida ao ligante L1 livre foi igualmente suportada pela
presenca de uma banda no espectro de infravermelho conferida ao estiramento
do grupo R3N*-H. Ainda, o desaparecimento da banda atribuida ao estiramento
da ligagdo C=0 (1675 cm™) e o surgimento da banda pertencente ao estiramento
da ligagdo C=N (1596 cm™) no espectro de infravermelho para o ligante L1
mostrou-se como um indicativo para a formacéo do derivado tiossemicarbazona.

Pela técnica de espectroscopia na regido do infravermelho foi possivel se
ter indicios da coordenacéao do ligante L1 na formacgéo dos complexos J1-4. Os
deslocamentos sofridos pelas bandas referentes aos estiramentos das ligacdes
C=N e C=S puderam indicar a possivel coordena¢do dos atomos de nitrogénio
e enxofre do ligante L1 ao ion Pd". Os resultados adquiridos pelas analises no

estado soélido foram apoiados pelos dados obtidos pela técnica de ressonancia
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magnética nuclear (RMN). Nos espectros de RMN coletados para os complexos
J1-4 foram identificados os padrdes de sinais atribuidos aos atomos de
hidrogénio e carbono presentes tanto no ligante L1 quanto nos respectivos
ligantes fosfinicos, confirmando a formacdo dos compostos conforme proposto
sem a presencga de isdbmeros em solugdo. A permanéncia do sinal referente ao
hidrogénio hidrazinico nos espectros dos complexos evidenciou a coordenacao
do ligante L1 na forma neutra ao centro metalico, originando espécies cationicas.
Igualmente ao ocorrido para a série de compostos ciclopaladados, os espectros
de RMN 3!P{'H} coletados para os complexos J1-4 apresentaram um sinal
singleto, corroborando com a coordenacédo de apenas um ligante fosfinico na
esfera de coordenacéo.

A insercao do grupo morfolina no ligante L1 efetivamente influenciou na
solubilidade dos compostos em agua, onde o ligante apresentou-se totalmente
soluvel e os complexos J1-4 parcialmente solUveis. Esta propriedade permitiu a
realizacdo de experimentos para a caracterizacao do perfil lipofilico do ligante e
dos complexos, utilizando o composto J1 como representativo. Os valores de
Log D determinados para o ligante L1 (1,61+0,05) e para o complexo J1
(1,5240,08) indicam um perfil lipofilico adequado e promissor para 0s compostos
desta série, com relacdo as propriedades de ADMET.

A avaliacao do carater antioxidante dos compostos através do teste de
inibicdo do radical DPPH demonstrou que a série de compostos ciclopaladados
(JC1-4) bem como o complexo J1, representativo da série de compostos J1-4,
nao apresentam acdo antioxidante. Em contrapartida, o ligante L1 apresentou
um perfil de acao inibitoria frente ao radical [ICso 49,7 uM] apesar de inferior ao
inibidor padrao testado acido ascorbico [ICso 2,29 uM].

O monitoramento dos espectros de RMN *H e 3'P{*H} nos tempos de 0,
24 e 48 h comprovaram a estabilidade em solucdo dos compostos de
ambas as séries, validando a consideracdo de conservacao da integridade
estrutural dos complexos nos ensaios de atividade antiproliferativa. Os
ensaios de acao antiproliferativa MTT realizados demonstraram que 0sS
compostos ciclopaladados JC1-4 manifestaram uma resposta similar para

todas as linhagens, demonstrando que, para estes sistemas modificacdes
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nos substituintes da fosfina terciaria ndo alteram significativamente a
resposta frente as células tumorais. Para essa série, 0s menores valores
de ICso foram obtidos frente as células de mama (MCF-7 [ICso 19,22 a
26,33 uM]), apresentando melhores resultados em relacéo a cisplatina. Ja
frente as linhagens de pulmé&o tumoral (A549) e nao tumoral (MRC-5) os
mondmeros mostraram-se menos ativos e seletivos.

Por outro lado, os compostos J1-4, bem como o ligante L1, ndo
apresentaram acao antiproliferativa significativa para as linhagens de
mama (MCF-7 [ICso 38,14 a 97,9 uM] e MDA-MB-231 [ICs0 58,91 a 71,34
puM]), prevalecendo maiores valores de ICso em comparagéo a cisplatina
(MCF-7 [ICs0 60,58 uM] e MDA-MB-231 [ICsp 61,59 uM]). Porém, frente as
linhagens de pulméao tumoral (A549) e nao tumoral (MRC-5) os compostos
apresentaram elevada e seletiva acao inibitéria, apresentando valores de
ICso inferiores a 3,20 uM e Sl superiores a 3,0. Para este tecido em
especifico foram obtidos os melhores resultados e observou-se uma
similaridade nos valores de ICso para os complexos J1 e J3. A partir desta
constatacao pode-se supor que substituicbes na posicdo para no ligante
trifenilfosfina por grupos retiradores, como fluoreto, n&o interferem
significativamente na acdo antitproliferativa, porém, em comparacao aos
demais substituintes testados, estes grupos podem potencializar a
atividade. Os resultados menos interessantes para a série foram
apresentados pelos compostos J2 e J4, levando a consideracdo de que a
insercdo de grupos doadores no ligante fosfinico pode acarretar uma
menor acdo de complexos deste tipo frente a linhagem A549. Ainda, a
analise das curvas de viabilidade celular dos compostos para as linhagens
MRC-5 e A549 sugeriram a possivel ocorréncia de uma acao citostatica e
nao citotoxica dos compostos.

As técnicas espectroscopicas aplicadas nos ensaios de interacdo
dos compostos JC3, L1 e J1 com o DNA demonstraram a ocorréncia de

interacbes de natureza fraca, ndo covalente entre as espécies.
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Adicionalmente, os ensaios de competicéo realizados com Hoechst-33258
evidenciaram a regido do sulco menor do DNA como sitio preferencial de
interagdo das moléculas. Estes resultados indicam a tendéncia de
interacdo dos compostos de ambas as séries em interagir com
biomoléculas alvo, além de a prevaléncia de interacdes ndo covalentes
poder indicar a ocorréncia de mecanismos de a¢ao diversos ao reportado
para os complexos de Pt

Os estudos de interagdo do mondémero JC3 com a HSA, utilizando
espectroscopia por fluorescéncia e docking molecular, indicaram que o
composto pode ser transportado pela proteina de forma similar ao farmaco
padrdao warfarina. Este resultado demonstra que a série de compostos
ciclopaladados apresenta a capacidade de interagir com proteinas envolvidas no
processo de acdo farmacoldgica de farmacos.

A partir dos resultados obtidos e apresentados para as duas séries de
compostos, pode-se considerar como verdadeira a hipotese inicialmente
proposta de que ciclopaladados derivados do ligante tetralonaoxima
ortometalada e complexos de Pd" contendo vanilina-etiltiossemicarbazona
funcionalizada com o grupo morfolina, ambos contendo fosfinas terciérias,
representam sistemas promissores a atuacdo como agentes antitumorais.
Destaca-se ainda que, pelos resultados observados, os complexos J1-4
contendo o ligante tiossemicarbazona L1 podem ser considerados como mais
promissores, quando comparados a série de monémeros JC1-4. Essa condicdo
demonstra o papel farmacoférico do ligante L1 na estrutura dos complexos que,
comparativamente, conduziu a melhores resultados com relacdo ao ligante
tetralonaoxima ortometalada. Quanto as diferentes fosfinas testadas, pode-se
considerar que a substituicdo por grupos retiradores na posi¢cao para nos anéis
fenila conduzem a melhores resultados de acéo inibitéria, em comparacao a
grupos doadores. Apesar desta observacao, a similaridade na atividade inibitoria
pode inferir que as fosfinas terciarias, nos dois sistemas propostos, atuam como

ligantes auxiliares.
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9.

Anexos

Anexo 1: Espectro RMN *C{*H} DEPT135 para o ligante tetrox.
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Anexo 2: Espectro RMN ®C{*H} DEPT135 para tris(4-fluoro-fenil)fosfina.
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Anexo 3: Espectro Cosy H-!H para o para o ciclopaladado JC2 (14,1 T).
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Anexo 4: Mapa de contorno HSQC *H-3C{*H} para o ciclopaladado JC2 (14,1 T).
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Anexo 5: Mapa de contorno HMBC *H-*C{*H} para o ciclopaladado JC2 (14,1 T).
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Anexo 7: Mapa de contorno HSQC *H-3C{*H} para o ciclopaladado JC3 (14,1 T).
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Anexo 9: Espectro Cosy 'H-'H para o para o ciclopadado JC4 (14,1 T).
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Anexo 10: Mapa de contorno HSQC *H-3C{*H} para o ciclopaladado JC4 (14,1 T)).
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Anexo 11: Mapa de contorno HMBC *H-3C{*H} para o ciclopaladado JC4 (14,1 T).
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Anexo 12: Regibes selecionadas da Superficie de Hirshfeld para o composto JC3 e os
gréaficos de impressao digital 2D relacionados.
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Anexo 13: Vista parcial da estrutura cristalina do monémero JC3 na dire¢édo [010],
formando uma cadeia de liga¢des de hidrogénio 1D ao longo do eixo cristalografico ¢
(codigo de simetria: X. y. -1 +2).

Anexo 14: Vista parcial da estrutura cristalina do composto JC3 mostrando as
ligagBes de hidrogénio ao longo do eixo cristalografico b, formando dimeros
simetricamente relacionados aos padrées R2?(8) e R%(14) (cddigos de simetria -1+Xx. V.
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Anexo 15: Vista parcial da estrutura cristalina do composto JC3 mostrando as
ligacBes de hidrogénio ao longo do eixo cristalografico a (codigo de simetria: -1 +X. y.
2).

Anexo 16: Vista parcial da estrutura cristalina do composto JC3 apresentando as
ligacdes de hidrogénio ao longo do eixo b formando dimeros simetricamente
relacionados aos padrdes R»%(14) (codigo de simetria 1-x. 1-z).
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Anexo 17: Mapa de contorno HSQC *H-*C{*H} para o complexo para o complexo J2

(14,17).
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Anexo 18: Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos no mapa de contorno
HMBC H-3C{*H} para o complexo J2 (14,1 T).
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Anexo 19: Mapa de contorno HSQC *H-*C{*H} para o complexo para o complexo J3

(14,17).
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Anexo 20: Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos no mapa de contorno
HMBC *H-*C{*H} para o complexo J3 (14,1 T).
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Anexo 21: Mapa de contorno HSQC H-*C{*H} para o complexo para o complexo J4

(7)(5)
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Anexo 22: Ampliacdo da regido de hidrogénios aromaticos no mapa de contorno

HMBC 'H-C{*H} para o complexo J4 (14,1 T).
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Anexo 23: Espectro de RMN !H coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o
ciclopaladado JC2 (14,1 T).
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Anexo 24: Espectro de RMN 3*'P{*H} coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o
ciclopaladado JC2 (14,1 T).
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Anexo 25: Espectro de RMN *H coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o

ciclopaladado JC3 (14,1 T).
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Anexo 26: Espectro de RMN 3!P{*H} coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o

ciclopaladado JC3 (14,1 T).
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Anexo 27: Espectro de RMN *H coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o
ciclopaladado JC4 (14,1 T).
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Anexo 28: Espectro de RMN 3*'P{*H} coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o
ciclopaladado JC4 (14,1 7).
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Anexo 29: Espectro de RMN *H coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o

complexo J2 (14,1 T).
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Anexo 30: Espectro de RMN 3!P{*H} coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o
complexo J2 (14,1 T).
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Anexo 31: Espectro de RMN *H coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o

complexo J3 (14,1 T).
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Anexo 32: Espectro de RMN 3!P{*H} coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o

complexo J3 (14,1 T).
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Anexo 33: Espectro de RMN *H coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o

complexo J4 (14,1 T).
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Anexo 34: Espectro de RMN 3!P{*H} coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o

complexo J4 (14,1 T).
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Anexo 35: Sobreposicdo da estrutura cristalina obtida para o composto JC3 (com
atomos em cores) e a estrutura minimizada pelo método PM7 (atomos em verde claro)
(RMSD = 1.21 A). Os 4tomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.
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